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Resumo

BASTOS, R. Desenvolvimento e avaliagdo de vacinas contra Brucella abortus. 2016.
74 f. Tese - Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade Federal de
Mato Grosso do Sul, Campo Grande, MS, 2016.

A Brucelose bovina € uma zoonose causada por uma bactéria gram-negativa,
intracelular-facultativa que sobrevive e multiplica-se dentro de macréfagos,
denominada Brucella abortus, responsavel por ocasionar perdas reprodutivas em
animais domésticos e febre ondulante em humanos. A imunoprofilaxia certificada
pelo Ministério da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento sdo as vacinas B19 e
RB51, manipuladas a partir de amostras atenuadas de B. abortus, que sao
obrigatorias para bovinos. As vacinas comerciais disponiveis contra B. abortus
apresentam algumas limitagbes como: conferir infeccdo persistente que pode
provocar aborto nas fémeas gestantes vacinadas, ser patogénica para oS seres
humanos e possuir custo elevado de producdo. Além disso, a amostra B19 produz
anticorpos que interferem no diagnéstico para diferenciacdo de populacbes
infectadas naturalmente e vacinadas. O desenvolvimento de vacinas de DNA e
subunidade sdo uma alternativas bastante promissoras como alternativa as vacinas
classicas, pois além de conferirem resposta imune humoral e celular é também de
baixo custo e facil manipulacdo. Assim, o objetivo neste estudo foi desenvolver
vacinas de DNA e subunidade contra B. abortus, testa-las em camundongos BALB/c
para avaliar a producéo de anticorpos especificos e niveis de protecdo conferida aos
animais testados. Os genes virB9 e virB12, 0s quais sSdo essenciais para
sobrevivéncia e multiplicacdo de Brucella spp., foram usados como alvo da
construcdo das vacinas de DNA e subunidade. Para isto, os genes virB9 e virB12,
gue produzem proteinas potencialmente antigénicas, foram amplificados pela técnica
de PCR e clonados, separadamente, nos plasmideos pET47b e pcDNA3.1+ para
producdo das proteinas recombinantes in vitro e expressao in vivo, respectivamente.
Grupos de cinco camundongos da linhagem BALB/c receberam trés doses dos
candidatos vacinais e associacfes (pcDNAvirB9, pcDNAvirB9+VirB9r, pcDNAvirB12
e pcDNAvirB12+VirB12r e, separadamente, VirB9r e VirB12r), acompanhados das
doses controle (pcDNA3.1(+), Montanide, B19 e PBS). O estudo de protecdo foi
avaliado apds o desafio com a amostra de B. abortus S2308. A deteccdo de IgG
especifico no soro dos camundongos imunizados, bem como suas subclasses 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 VirB9r e VirB12r, separadamente. Os candidatos a
imundégenos pcDNAVvIrB9, pcDNAvirB9-VirB9r e pcDNAvirB12-VirB12r, VirB9 e
VirB12 induziram a producao de IgG e suas subclasses IgG1 e IgG2a em niveis
significativos (p<0,05). A resposta imune induzida pela formulagao vacinal VirB9r foi
capaz de proteger camundongos apos o desafio com B. abortus virulenta S2308.
Essa formulacéo pode ser promissora contra a brucelose em bovinos.

Palavras-chave: Brucelose bovina, Brucella abortus, vacina de DNA, proteina
recombinante, ELISA.



Abstract

BASTOS, R. Development and avaluation of vaccines against Brucella abortus.
2016. 74 f. Tese - Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia,
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Campo Grande, MS, 2016.

The bovine Brucellosis is a zoonosis caused by facultative intracellular Gram-
negative bacterial that survive and multiply within macrophages, called Brucella
abortus, responsible for causing late-term abortions, stillbirths and birth of weak
calves of domestic animals and wundulant fever in humans. The
immunoprophylaxis certified by the Ministry of Agriculture, Livestock and Supply
are the B19 and RB51 vaccine, manipulated from attenuated strains of B.
abortus, which are suitable for cattle. Currently available commercial vaccines
against B. abortus present some limitations as to confer a persistent infection
that can cause abortion in pregnant animals vaccinated and be pathogenic to
humans and possess high production cost. Furthermore, sample B19 produce
antibodies that interfere with the diagnotic for the differentiation of vaccinated
and naturally infected populations. The development of a DNA and subunit
vaccines are a considerable alternatives because besides conferring humoral
immune response and cell is also inexpensive and easy handling. The objective
of this study was development and evaluation of DNA and subunit vaccines
against B. abortus, test them in BALB / ¢ mice, to evaluate the production of
specific antibodies and levels of protection given to test animals. The candidate
immunogens virB9 and virB12, which are essential for survival and proliferation
of Brucella spp., Were used as a target of construction of DNA and subunit
vaccines. For this, the virB9 and virB12 genes which produce potentially
antigenic proteins were amplified by PCR and cloned, separately, in pET47b
and pcDNA3.1 + recombinant plasmids for production of in vitro and in vivo
protein expression, respectively. Groups of five mice of BALB/c received three
doses of the candidate immunogens and associations (pcDNAvirB9,
pcDNAvirB9 + VirB9r, pcDNAvirB12 and pcDNAvirB12 + VirB12r and
separately VirB9r and VirB12r), accompanied by the dose control (pcDNA3.1
(+), Montanide, B19 and PBS). The protection study was evaluated after
challenge with sample B. abortus S2308. The specific detection of IgG in the
serum of immunized mice as well as their isotypes IgGl and lgG2a were
measured by ELISA. The levels of IFN-y and IL-10 were determined by capture
ELISA from the supernatants of splenocyte cultures stimulated with VirB9r and
VirB12r separately. 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 VirB9r and VirB12r, separately. The
candidate immunogens pcDNAvirB9, pcDNAvirB9-VirB9r and pcDNAvirB12-



VirB12r, and VirB9 VirB12 induced IgG production and their isotypes IgG1 and
IgG2a levels and achieved significant (p <0.05). The immune responses
induced by the vaccine formulations VirB9r were able to protect mice after
challenge with virulent B. abortus S2308. These formulations may be promising
against brucellosis in cattle.

Keywords: bovine brucellosis, Brucella abortus, DNA vaccine, recombinant
protein, ELISA.
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1. INTRODUCAO

No Brasil, a brucelose bovina foi descrita em 1914, quando Danton
Seixas diagnosticou clinicamente a doenca no Rio Grande do Sul. Porém o
primeiro estudo, com base em resultados de pesquisas epidemiolégicas e
exames microscopicos de culturas obtidas de fetos abortados, foi feito por
Tineciro Icibaci em 1922, que descreveu um foco de brucelose bovina em Sé&o
Carlos — SP (BRASIL,1988).

A brucelose bovina € uma zoonose bacteriana de evolugcédo cronica,
caracterizada pela infeccdo das células do sistema mononuclear fagocitario,
causada por bactéria intracelular facultativa do género Brucella, cujo principal
agente etiolégico é Brucella abortus. Bactérias do género Brucella sé&o
consideradas agentes de bioterrorismo agricola, civil e militar, uma vez que a
mesma é uma ameaca a oferta de alimentos por causar doencas crbnica e
debilitante em humanos (HALLING et al., 2005).

A brucelose é uma doenca de importancia mundial, com excec¢do do
Japdo, Australia, Canada e varios paises da Europa, onde a doenca foi
erradicada (MONTEIRO, 2004). A duracdo da doenca e o longo periodo de
convalescéncia torna a brucelose humana importante economicamente, assim
como um problema médico para o paciente que fica afastado de suas
atividades rotineiras (CORBEL, 2006). Nos animais compromete, sobretudo, 0s
sistemas reprodutivo e Osteo-articular. Nas fémeas, B. abortus acomete
principalmente 6rgaos reprodutivos, ocasionando aborto no terco final da
gestacdo, infertilidade temporaria ou parto de fetos prematuros e fracos
(YOUNG, 1983; YOUNG, 1988). Em touros, esta bactéria pode provocar
orquite (PLANT et al., 1976).

Além de ser uma zoonose, € também um fator limitante para o
crescimento dos rebanhos bovinos, limitando a oferta de alimentos e causando
grandes prejuizos econdmicos em muitos paises e, por iSsO, PpOoSSui
importancia socio econdmica e/ou de salude publica em paises cujo comércio
internacional de animais e produtos de origem animal é significativo (OIE,
2005).
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O Brasil tem o0 maior rebanho comercial do mundo, com 212 milhdes de
bovinos e com abate de 42,07 milhGes de cabecas ao ano, segundo o Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) (ABIEC, 2014). As perdas
econdbmicas por conta da brucelose estdo relacionadas com a ocorréncia de
abortos, natimortos, subfertilidade, descartes involuntarios, mortalidade,
intervencdes veterinarias, diminuicdo da producdo de leite e de carne
(SANTOS et al., 2013), além de gerar barreiras internacionais ao comércio de
produtos de origem animal e perdas na industria com a condenacao da carne e
leite e desvalorizacdo desses produtos (JARDIM et al., 2006). Um trabalho
realizado por Santos et al. (2013), demonstrou que o prejuizo total da brucelose
no Brasil € de, aproximadamente, R$ 892 milhdes, e as perdas por fémea
infectada com idade superior a 24 meses, foi estimada em R$ 420,12 e R$

226,47 em rebanhos de corte e leite, respectivamente.

As vacinas recomendadas pela Organizagdo Mundial de Epizotias (OIE)
nos programas de controle da brucelose séo as vacinas vivas atenuadas B19 e
RB51, ambas sdo boas indutoras de imunidade celular (BRASIL, 2005).

Reconhecendo a brucelose como um importante problema de salde
animal e saude publica, em 2001, o Ministério da Agricultura Pecuéria e
Abastecimento (MAPA) instituiu o Programa Nacional de Controle e
Erradicacdo da Brucelose e Tuberculose Animal (PNCEBT), e adotou a vacina
B19 para a imunizacdo em massa de vacas entre trés e oito meses de idade
(BRASIL, 2006). No ano de 2007 foi aprovada a Instrucdo Normativa (IN) DAS-
MAPA n° 13 (28/08/2007) que regulamentou o uso da vacina RB51 restringindo
sua administracao para fémeas, que néo foram vacinadas com a amostra B19,
e para fémeas adultas ndo reagentes aos testes sorolégicos em
estabelecimentos de criacdo com foco de brucelose (BRASIL, 2007), definindo
estratégias para o controle da doenca no pais. Este programa tem o intuito de
reduzir a prevaléncia e a incidéncia de novos focos dessas doencgas e criar um
namero significativo de propriedades certificadas como livres ou monitoradas
para a brucelose e tuberculose, e desta forma reduzir o impacto destas
zoonoses na saude animal e humana, além de aumentar a competitividade da
pecuaria nacional (BRASIL, 2006).
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Tais vacinas, no entanto, apresentam um conjunto de desvantagens em
relacdo ao seu uso, além de apresentar limitagbes para uso veterinario
(BERKELMAN, 2003) e ndo serem seguras para o uso humano (PERKINS et
al., 2010). A vacina viva atenuada B. abortus B19 € um elemento essencial nos
programas de controle da brucelose bovina em diversas partes do mundo.
Porém, esta vacina apresenta desvantagens como ser patogénica para
humanos; pode causar aborto quando administradas a fémeas prenhas e induz
a producéao de anticorpos que interferem no teste de diagndstico de populacdes
infectadas a campo (CHEVILLE et al., 1993).

Por n&o haver vacina para humanos contra o0 agente causador da
brucelose, a vacinacdo dos animais é uma das medidas mais adequadas para

preservar a saude humana em regides endémicas (ZINSSTAG et al., 2007).

Além da eficacia vacinal, busca-se uma vacina que seja segura aos
manipuladores e, principalmente, que seu uso néo interfira nos testes de
diagnosticos utilizados nos atuais programas de controle. Dentre as
possibilidades de novas vacinas estdo: vacinas de subunidades, a expressao
de um antigeno protetor sobre uma cepa vacinal de Brucella menos virulenta
(VEMULAPALLI et al., 2000; ONATE et al., 2003) e vacinas de DNA (ONATE et
al., 1999).

As vacinas de subunidade recombinante sdo produzidas a partir do gene
de interesse. Geralmente sédo proteinas antigénicas que podem ser
encontradas na membrana do patdégeno ou serem secretadas. Quando
administrada no hospedeiro, a vacina de subunidade torna-se um antigeno
exdgeno. A resposta imune inicia-se a partir da endocitose desse antigeno, por
células apresentadoras de antigenos (APC’s), que é complexado com
moléculas do complexo de histocompatibilidade Il (MHC de classe Il) e
apresentado na superficie das APC’s para o reconhecimento e ativacdo de
linfécitos T CD4 auxiliares (KOWALCZYK & ERTL, 2003; NAGATA et al.,
2004).

Diferentes estudos tém avaliado as estruturas da superficie e os

antigenos de Brucella como potenciais imundgenos, para projetar vacinas de
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subunidade contra a brucelose. Testes com a proteina ribossomal L7 / L12
(OLIVEIRA & SPLITTER, 1996), proteinas Cobb e AsnC (FU, et al., 2012),
proteinas de membrana externa Ompl16 (PASQUEVICH et al., 2009), Omp28
(LIM et al.,, 2012) e Omp1l9, induziram resposta de memoria do tipo Thl e
apresentaram protecao contra o parasita desafiado (CORIA et al., 2016). Outra
proteina recombinante que gerou resultados favoraveis € a proteina de
resisténcia a hidroperéxido organico (Ohr). Quando usada como imundgeno
essa proteina foi capaz de induzir tanto a imunidade humoral e mediada por
células em camundongos (HOP, et al., 2016). Este trabalho sigere que as
vacinas de subunidade podem ser potencias candidatos a vacina para a

brucelose animal.

Outra estratégia para o desenvolvimento de uma vacina segura e eficaz
€ a imunizacdo com plasmideos que codificam antigenos protetores, podendo

gerar uma resposta imune humoral e celular (JAIN et al., 2014).

As vacinas de DNA oferecem uma série de vantagens quando
comparadas as vacinas classicas, em termos econémicos e técnicos, dentre as
quais estdo: simplicidade de producdo, baixo custo, seguranca e
reprodutibilidade lote-a-lote. O controle de qualidade €é mais féacil, a
comercializacdo n&do necessita de uma rede de refrigeracéo, pois estas vacinas
sdo estaveis a temperatura ambiente e podem ser liofilizadas. Estes fatores
facilitam o transporte, a distribuicdo e o estabelecimento de amplos programas
de imunizacBes em regides de dificil acesso, 0 que seria interessante para a
realidade brasileira e de outros paises em desenvolvimento (GLENTING;
WESSLES, 2005; KANO et al., 2007).

Com as vacinas de DNA é possivel explorar o uso de diferentes formas
de administracdo, a incorporagcdo de genes codificando citocinas e o0
desenvolvimento de vacinas multivalentes (SHARMA; KHULLER 2001). Além
disso, o uso de vacinas de DNA torna possivel a discriminagcdo entre animais
vacinados e animais infectados a campo, aumentando a eficacia dos
programas de erradicacdo de doencas animais, caracteristica desejavel para o

controle da brucelose bovina, como previsto pelo PNCEBT.
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Até o presente momento, trés vainas de DNA foram licenciadas, sendo
elas: uma vacina para o virus do Nilo Ocidental (MNV) em cavalos (MARTIN et
al., 2007); uma vacina para evitar evitar o virus da necrose hematopoiética
infecciosa em salmao do Atlantico, criados em cativeiro (ACOSTA et al., 206;
PURCELL et al., 2006); uma vacina imunoterapeutica para 0 melanoma
maligno em cédes (LIAO et al., 2006). O quarto plasmideo de DNA licenciado
ndo é uma vacina, mas codifica o fator de liberacdo do horménio de
crescimento (GHRH para porcas reprodutoras, que auxilia no aumento de

leitdes vivos e com maior peso ao nascimento (KHAN, 2010)

Um numero limitado de genes de B. abortus tem sido explorado visando
0 uso de DNA para o desenvolvimento de métodos imunoprofilaticos contra
brucelose bovina como, por exemplo, os genes L7/L12, que codificam
proteinas ribossomais, o gene gdpH, que codifica uma proteina reativa com
células T e B e genes para enzima dismutase Cu-Zi super-0xido (KURAR,;
SPLITTER 1997; LUO et al.,, 2006; HU et al.,, 2009; JAIN et al,, 2014,
GOLSHANI et al., 2015). Salienta-se que os resultados publicados até o
momento abrem perspectivas de sucesso pelo uso desta tecnologia, por

induzirem um perfil de resposta imune protetor contra infec¢des intracelulares.

As vacinas de DNA e subunidade vém ganhando preferéncia entre os
grupos de pesquisa, pela vantagem destas eliminarem as preocupacdes
associadas a seguranca das vacinas vivas, por meio da patogenicidade
residual (YANG et al., 2013).

Desta forma, objetivou-se neste estudo desenvolver e avaliar novas
formulacdes vacinais contra B. abortus, incluindo vacinas de DNA e vacinas de

subunidade.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 O género Brucella

A brucelose é uma zoonose causada por bactérias intracelulares facultativas
do género Brucella, que infectam animais domésticos e silvestres, podendo ser
transmitida a seres humanos (NICOLETTI, 1989). Esta é uma das doencas
infecciosas de maior impacto econdmico na medicina veterinaria, devido aos
prejuizos causados em consequéncia dos disturbios reprodutivos ocasionados
nos animais. Esta € responsavel por problemas sanitarios e econbémicos,
particularmente nos trépicos e em paises com pouco investimento nas areas de

producao de leite e carne, onde a sua incidéncia € alta (POESTER, 2002).

Atualmente, sdo conhecidas treze espécies desse género e sdao
classificadas de acordo com seu hospedeiro e patogenicidade: Brucella abortus
em bubalinos, cervideos, canideos e homem, Brucella melitensis em caprinos,
bovinos, canideos e homem, Brucella suis em suinos e bovinos, Brucella canis
em canideos e homem, Brucella neotomae em ratos do deserto, Brucella ovis
em ovinos (SONGER; POST 2005), Brucella ceti em golfinhos e baleias e
Brucella pinnipedialis em focas e ledes marinhos (FOSTER et al., 2007),
Brucella microti em camundongos do campo (SCHOLZ et al., 2008), Brucella
inopinata em humanos (SCHOLZ et al., 2010), Brucella sp. dos roedores
australianos (TILLER et al., 2010), Brucella sp. de anuros (EISENBERG et al.,
2012; FISHER et al.,, 2012; WHATMORE et al., 2015) e Brucella papionis
(WHATMORE et al.,, 2014). As trés principais espécies sdo divididas em
biovares: B. abortus com sete biovares, B. melitensis com trés biovares, B. suis
com cinco biovares (ACHA, SZYFRES, 2001; BRASIL, 2006).

As bactérias do género Brucella sdo pequenos cocobacilos (0,6 a 1,5
pum), Gram-negativos, imoveis, intracelulares facultativas, aerobias, n&o
capsuladas, néo flageladas e ndo esporuladas (REDKAR et al., 2001; QUINN
et al., 2002). Em meios de cultura as colénias podem apresentar caracteristicas
lisa ou rugosa, 0 que esta relacionado a composi¢cdo bioquimica do

lipopolissacarideo (LPS) da parede celular, que também esta relacionado a
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viruléncia em algumas espécies e, a maior parte dos cultivos requer gas
carbOnico para suplementar seu crescimento (BRASIL, 2006; LAWINSKY et al.,
2010).

Apesar de permanecerem no ambiente, as bactérias do género Brucella
ndo se multiplicam nele e sdo moderadamente sensiveis aos fatores
ambientais. Entretanto, a sua resisténcia diminui com o0 aumento da
temperatura e da luz solar direta ou diminuicdo da umidade do ar. A
pasteurizacdo € um meétodo eficiente de destruicdo de Brucella spp., assim

como radiacdes ionizantes (BRASIL, 2006).

Brucella abortus infecta, principalmente, bovinos de corte e leite
provocando elevados prejuizos econémicos (CORBELL, 1997; POLETTO et
al., 2004). Aléem de B. abortus, outras espécies de Brucella como B. suis e B.
melitensis também podem causar brucelose nos bovinos quando estes estdo
em contato com suinos, caprinos e ovinos, que sao, respectivamente, 0s
portadores naturais destes agentes (ACHA e SZYFRES, 2001).

2.2 Patogenia

A porta de entrada mais importante da Brucella parece ser a mucosa
oral; entretanto, € sabido que a infec¢cdo pode ocorrer através das mucosas
nasal, conjuntival e genital, da pele lesada e através da placenta. Apds a
penetracdo do agente no organismo, a bactéria é fagocitada por macrofagos,
0S quais sustentam sua extensiva replicacdo e subsequente expansao para
outras células e 6rgdos (GORVEL; MORENO, 2002). Brucella possui genes de
viruléncia que sdo importantes para a interacdo patdégeno-hospedeiro e
producdo de fatores de viruléncia que modificam a fagocitose, a fusdo do
fagolisossoma, secrecéo de citocinas e apoptose (GORVEL; MORENO, 2002;
MARIA-PILAR et al., 2005), como também, para o0 componente externo da
membrana, o LPS (LAPAQUE et al., 2005).
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A infeccdo por B. abortus ocorre quando a bactéria penetra na mucosa
nasal, oral ou conjuntival. Apds a penetracdo no organismo, ha um curto
periodo de bacteremia, e as bactérias, caso sobrevivam no interior dos
linfonodos regionais, disseminam-se por todo organismo, indo para 6rgdos ou
tecidos ricos em células do sistema mononuclear fagocitario, como figado,
baco, medula 6ssea e articulag6es (THOEN et al., 1993; MONTEIRO, 2004).

As espécies de Brucella tém a capacidade de infectar e multiplicar-se em
células fagociticas (JONES; WINTER, 1992) e nado fagociticas (DETILLEUX,
1990). As bactérias opsonizadas séo internalizadas, enquanto que bactérias

ndo opsonizadas penetram em macréfagos (CAMPBELL et al., 1994).

No interior de macréfagos, ocorre um redirecionamento da bactéria para
compartimentos membranosos, sendo primeiramente localizada nos
endossomos primarios, onde a fusdo com lisossomos é inibida pela rapida
acidificacdo do fagossomo e a sua destruicdo pelos reativos intermediarios de
nitrogénio e oxigénio € evitada (PIZARRO-CERDA et al, 1998). Deste modo,
Brucella se multiplica no autofagossomo e no reticulo endoplasmatico (Figura
1) e a capacidade de sobreviver dentro de macréfagos facilita a disseminacao e
a permanéncia de B. abortus no organismo (GORVEL; MORENO, 2002; KO;
SPLINTTER, 2003; MARIA-PILAR et al., 2005).

Os 6rgaos de predilecdo sdo aqueles em que ha maior disponibilidade
de elementos necessarios para seu metabolismo, como eritritol, que esta
presente no Utero gravidico, tecidos mamarios e osteoarticulares e érgdos do
sistema reprodutor masculino (CARTER; CHENGAPPA, 1991).
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Figura 1. O Ciclo de vida de Brucella spp. Dentro de células hospedeiras. Durante a
infeccdo, quando a bactéria encontra-se ndo opsonizada, ela penetra no macréfago
pela membrana, via lipidica (1) formando um vacuolo contendo Brucella (2), e se
submetem a fusdo com o lisossoma de uma maneira controlada (3). Neste passo,
cerca de 90% das bactérias sdo degradadas, e os outros 10% inibe a fusdo dos
fagossomos com os lisossomos e sobrevivem (4). Posteriormente o vacuolo contendo
Brucella interage com o reticulo endoplasmético (RE) (5), permitindo a formacgéo de
um vacuolo especializado no qual a bactéria se multiplica (6 e 7), podendo sobreviver
por longos periodos dentro dos macrofagos (8) e, finalmente, evadem das células
hospedeiras aumentando a infec¢do pela invasédo de mais células (9). Adaptado de KE
et al., 2015.

2.3 Epidemiologia

7

A brucelose é uma das zoonoses de maior importancia mundial e as
estratégias de combate para a brucelose sdo baseadas na vacinacéo,
certificacdo de propriedades livres por testes indiretos, controle da
movimentacado de animais e sistema de vigilancia especifico (POESTER et al.,
2009). Os biovares encontrados no Brasil sdo B. abortus biovares 1, 2, 3, 4 e
6, B.suis biovar 1, B. ovis e B. canis, sendo que as espécies B. melitensis e B.
neotomae nunca foram isoladas no Brasil (POESTER et al., 2002; LUCERO et
al., 2008).

O dultimo diagnostico nacional de situacdo da brucelose bovina foi
realizado em 1975, tendo estimado a porcentagem de animais Soropositivos

em 4% na regiao Sul, 7,5% na Sudeste, 6,8% na Centro-Oeste, 2,5% na
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Nordeste e 4,1% na Norte (Poester et al.2002; Brasil 2003; BRASIL, 2006).
De acordo com os boletins de Defesa Sanitaria Animal, entre os anos de
1988 e 1998, a prevaléncia de animais soropositivos ficou entre 4 e 5%
(FERREIRA NETO, 2009).

A prevaléncia de focos da brucelose bovina em propriedades pecuarias no
Brasil varia de 0,32% a 41,5% (SANTOS et al., 2013). No ano de 2009, foram
feitos estudos de prevaléncia em varios Estados brasileiros, sendo que Mato
Grosso do Sul apresentou o maior indice de fazendas que apresentaram pelo
menos um animal reagente a prova soroldgica, chegando a ser da ordem de
41,5% (CHATE et al.,, 2009). Estes dados mostram que a presenca da
brucelose no rebanho brasileiro, tanto de corte como de leite, ainda € muito
alta, causando grandes prejuizos aos sistemas de producao.

2.4 Diagnostico

Os métodos de diagnosticos disponiveis para brucelose podem ser utilizados
para diversos objetivos, entre eles: diagnéstico confirmatério, estudos de
prevaléncia, certificacdo de propriedades, e em paises onde a brucelose ja foi
erradicada, sdo utilizados para evitar a reintroducdo da brucelose através da
importacdo de animais infectados ou produtos de origem animal (GODFROID
et al., 2010).

O diagnéstico para a deteccdo da brucelose bovina pode sdo baseados na
identificacdo do agente por métodos diretos, como isolamento e cultura do
agente e deteccdo do DNA genbmico por meio da reacdo em cadeia da
polimerase (PCR), ou por métodos indiretos pela deteccao de anticorpos contra
B. Abortus. Os testes para diagndéstico indireto reconhecidos como oficiais sao:
prova do antigeno acidificado tamponado (AAT), 2-Mercaptoetanol, fixacdo do
Complemento e prova do anel em leite O teste do antigeno acidificado
tamponado (AAT) é um teste de triagem eleito pelo PNCEBT pelo fato de ter
uma alta sensibilidade, facil execucdo e baixo custo. A associacdo de um
meétodo sorologico com um método confirmatorio € essencial para o diagnéstico
da doenca (PAULIN; FERREIRA NETO, 2003; BRASIL, 2006).
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O “padrao ouro” para o diagndstico da brucelose é o isolamento e
identificacdo de Brucella spp., pois esta técnica fornece o diagnostico definitivo
da doenca. Entretanto possui como desvantagem o tempo necessario para o
isolamento e o risco para os profissionais que trabalham no laboratorio
(GODFROID et al., 2010; YU & NIELSEN, 2010). Para superar as
desvantagens inerentes ao isolamento, a amplificacdo de acidos nucléicos tem
sido explorada como um caminho adicional para a rapida confirmacdo e
deteccao de Brucella spp. (PROBERT et al., 2004; OIE, 2009).

2.3 Resposta imunoldgica contra B. abortus

O sistema imune é um complexo de Orgdos, células e substancias
bioquimicas que séo responsaveis pela defesa do corpo animal contra o ataque
de invasores externos, seja impedindo a entrada deles ou evitando sua
multiplicacdo e se encarregando de destrui-los (PERRIER, 2008).

Definem-se dois tipos de resposta imune: a inata e a adquirida ou
adaptativa. A resposta inata é realizada principalmente por neutréfilos e
macrofagos, que realizam a identificacdo da particula antigénica, a fagocitose e
desencadeiam a liberagcdo de citocinas que contribuem com a instalacdo do
processo inflamatério e a intensificacdo da resposta imune. A resposta imune
adaptativa originam respostas menos danosas e geram memdaria imunoldgica,
sendo os linfocitos as principais células da resposta imune especifica (ABBAS
et al., 2008).

2.3.1 Resposta Imune Inata

A imunidade inata acontece no estagio inicial da infeccao, funcionando
como a primeira linha de defesa contra infecgbes, e consiste de barreiras
epiteliais, fagocitos (como neutréfilos, macrofagos e células dendriticas),
células NK (natural killer) e proteinas como as do sistema de complemento e
citocinas (ABBAS et al., 2008).
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O reconhecimento de Brucella Spp. por células da imunidade inata,
como macréfagos e células dendriticas, resulta na ativagdo dessas células e
concomitante producdo de citocinas pro-inflamatorias. Os macrofagos possuem
uma importancia especial na resposta contra Brucella, uma vez que sdo as
principais células reservatérios de sobrevivéncia e replicacdo da bactéria
(SANGARI & AGUERO, 1996).

Outro componente importante no combate desses patdégenos sdo as
células NK (Natural killer) (JANEWAY & MEDZHITOV, 2002; LODOEN &
LANIER, 2006), as quais sdo ativadas diretamente por bactérias ou,
indiretamente, em resposta a citocina IL-12, proveniente de macrofagos
ativados. A ativacdo das células NK resulta na producdo de IFN-y, principal
citocina envolvida na ativacado de macrofagos, promovendo, assim, a morte das

bactérias capturadas.

2.3.2 Resposta Imune Adaptativa

Apesar dos anticorpos terem a sua funcdo na imunidade adquirida
contra Brucella, a protecdo efetiva contra a infeccdo é dependente da
imunidade mediada por células T (MACKANESS, 1964).

A resposta imune adaptativa promove memoéria funcional, que é a
estratégia utilizada na vacinacdo, e tem inicio principalmente devido as
mudancas imunolégicas causadas pela cronicidade, como diminuicdo dos
linfécitos T CD4+, baixa producdo de IFN-y e liberacdo de IL-12, citocina
responsavel pela diferenciacdo de células ThO em Thl. Os mecanismos
funcionais da resposta imune adaptativa podem ser classificados em: (1)
producdo de IFN- y pelos linfécitos Th1, que ativa as fungbes efetoras dos
macréfagos; (2) destruicdo de macrofagos infectados pela citotoxicidade
mediada por células TCD8+; (3) direcionamento das subclasses de anticorpos
IgG que sao preferencialmente produzidos na resposta humoral contra
microorganismos intracelulares e subsequente opsonizacdo do patdgeno,
facilitando a fagocitose (GOLDING et al, 2001; BALDWIN, 2002,
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KO;SPLITTER, 2003; RIVERS et al., 2006). Ja a IL-12 é responsavel por atrair
células inflamatodrias efetoras, como neutréfilos e linfocitos, que, através de
mecanismos definidos, agem no combate a infeccao brucélica (GOLDING et
al., 2001; SCHARF ET AL., 2001; BAE et al.,2002; WYCKOFF 2002; RIVERS
et al., 2006)

A imunidade adquirida contra a infec¢do de B. abortus em camundongos
€ mediada principalmente por linfocitos T e suas citocinas. Os anticorpos, por
sua vez, tém o papel de opsonizar o agente infeccioso durante as primeiras
horas de infeccdo, facilitando a fagocitose pelos macréfagos (CHEERS; HO,
1983; WINTER et al., 1989). Porém, os anticorpos ndo reduzem a taxa de
crescimento intracelular de B. abortus in vivo e ndo conferem resisténcia a
camundongos susceptiveis (CHEERS; HO, 1983).

Apesar dos macroéfagos serem uma barreira de defesa contra Brucella
por serem considerados as células mais importantes do sistema imune,
encontrados na interface entre a imunidade inata e adaptativa e, destruindo
bactérias fagocitadas (ROSENBERGER; FINLAY, 2003), Brucella possui a
habilidade de sobreviver e replicar dentro do macréfago e outras células do
hospedeiro tornando-se inacessivel a mecanismos extracelulares de controle
do hospedeiro, como os anticorpos e complemento (CHEERS; HO, 1983).
Dessa forma, a protecdo efetiva contra essa infeccdo € dependente da
imunidade celular mediada por linfécitos T CD4" do tipo Thl e de linfécitos T
CD8" (ARAYA et al., 1989).

Em infeccbes contra Brucella spp, a citocina IL-12 secretada
principalmente por células dendriticas e macrofagos parece executar um papel
crucial. Esta molécula atua na ativacdo de células T CD4" promovendo sua
diferenciacao para o perfil Thl, que produz IFN-y e TNF-a. (SPLITTER et al.,
1996; HE et al., 2001). O IFN-y, além de ativar as fun¢des microbicidas dos
macrofagos e linfocitos T citotoxicos, também estimula a apresentacdo de
antigenos através das moléculas de MHC (Complexo de histocompatibilidade

principal) de classe | e Il e induz a troca do isotipo de imunoglobulina (IgG) para
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IgG2a, o que favorece a fagocitose do microrganismo, aumentando assim a

protecdo contra o patdgeno (GOLDING et al., 2001).

Os linfécitos do tipo Thl secretam IFN-y, que ativam macrofagos,
ajudando no combate a infeccdo causada por bactérias intracelulares, incluindo
a Brucella (JONES & WINTER, 1992; OLIVEIRA et al., 1998; MURPHY et al.,
2001).

Os linfécitos Th2 produzem IL-4, IL-5 e IL-10. As citocinas IL-4 e IL-10
tém como principal funcéo inibir a acdo dos macrofagos e tem suas acdes
diminuidas durante a resposta adquirida. A IL-5 € responsavel por ativar células
B e eosindfilos, bem como induzir producdo e secrecdo de imunoglobulinas,
responsaveis pela resposta imune humoral da infeccdo. Ja as células
citotoxicas T CD8+ sdo células efetoras que atuam na eliminacdo de
macréfagos infectados diretamente com Brucella (mecanismo de apresentacao
MHC-I), sendo as perforinas e granzimas seus principais métodos de
citotoxicidade (RIVERS, et al., 2006; WYCKOFF, 2002; GOLDING et al., 2001,
ZHAN et al., 1995; OLIVEIRA et al., 2002).

As células dendriticas também estdo envolvidas na imunidade contra
Brucella principalmente através do processo de apresentacdo de antigeno e
producédo de IL-12 que, conforme j& mencionado, estimula a diferenciacédo para
o perfil Thl (BIRON, 1999; HUANG et al., 2001).

2.4 Vacinas atuais brucelose bovina e estudos em vacinas de DNA

Existem duas vacinas, vivas atenuadas, recomendadas pela OIE
(Organizacao Internacional de Epizootias) contra a brucelose bovina, a B19 e a
RB51. No Brasil, o PNCEBT adotou no ano de 2001 a vacina B19 contra a
brucelose para a imunizagdo em massa de vacas entre trés e oito meses de
idade, porém, esta apresenta como inconveniente a interferéncia no
diagnostico sorologico (MATHIAS et al, 2001; BRASIL, 2006). A B19 pode

infectar o0 homem, ocasionar em bovinos orquite e epididimite nos machos e
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aborto em fémeas vacinadas em final de gestacdo, como o0 que ocorre com as
cepas de campo da bactéria (BRASIL, 2006).

Apesar da vacinacdo de vacas adultas ter sido utilizada em alguns
programas internacionais de erradicacdo, o PNCEBT vigente preconiza apenas
a vacinacdo de bezerras entre trés e oito meses de vida, pois permite que
reacao vacinal praticamente desapareca antes de um ano, e busca alternativas
de protecdo para animais adultos de regides com alta incidéncia (MATHIAS et
al, 2001; BRASIL, 2006).

No ano de 2007 foi aprovada a Instrucdo Normativa (IN) DAS-MAPA n°
13 (28/08/2007) que regulamentou o uso da vacina RB51 restringindo sua
administracdo para fémeas que nao foram vacinadas com a amostra B19 e
para fémeas adultas ndo reagentes aos testes sorolégicos em
estabelecimentos de criagdo com foco de brucelose (BRASIL, 2007), sendo
que os procedimentos de referéncia recomendado pela OIE incluem testes in
vitro como: pureza (auséncia de microrganismos estranhos); viabilidade
(nimero de bactérias vidveis por dose); suavidade (andlise de diluente) e
testes in vivo, como a determinacdo da viruléncia residual e imunogenicidade

em camundongos (OIE, 2009).

A amostra vacinal RB51 esta sendo utilizada como alternativa para a
amostra vacinal B19, como uma vacina para prevencao da brucelose e abortos
em bovinos, pois 0s animais vacinados com RB51 mostraram maior resisténcia
a infeccdo e uma diminuicdo da incidéncia de aborto quando foram
experimentalmente infectados com a amostra virulenta S2308 de B. abortus
(SCHURIG, 1991; CHEVILLE et al., 1996). A vacina RB51 quando utilizada em
dose Unica, produz um efeito protetor em bovinos similar a amostra B19, com a
vantagem de ser menos patogénica para 0s seres humanos e poder ser
diferenciada de isolados de campo. Porém, esta amostra tem a desvantagem
de ser resistente a rifampicina, um dos antibidticos usados no tratamento

contra a brucelose humana (WHO, 1997).

Grandes estdo sendo os esforgos entre os pesquisadores do mundo na

busca do desenvolvimento de uma nova vacina contra a brucelose em bovinos.
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Segundo ADAMS (1990), a vacina ideal contra a brucelose deve apresentar as
seguintes caracteristicas: i) ndo deve provocar a doenca nos animais
vacinados; ii) deve prevenir a infeccdo pela bactéria em ambos os sexos; iii)
prevenir aborto e esterilidade; iv) promover protecdo contra a infeccdo por um
longo tempo com uma simples dose; v) ndo induzir a producdo de anticorpos
persistentes os quais interferem no sorodiagndéstico de infec¢cdes a campo; vi)
ser biologicamente estavel; vii) ndo apresentar risco de reversado da viruléncia
in vitro e in vivo; viil) ndo ser patogénica para humanos e, ix) ser facilmente

produzida em grande escala e baixo custo.

A imunidade contra uma determinada doenca infecciosa pode ser
induzida por varios tipos de vacinas e sdo 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 j& disponiveis, encontram-se em estagio
experimental as vacinas a base de DNA (vacinas de terceira geragao), e as que

utilizam microrganismos vivos recombinantes (ABBAS, 2008).

Até o presente momento trés vacinas de DNA foram licenciadas para uso
veterinario e uma quarta construcdo esta licenciada como terapia para suinos
(LIU, 2011). A vacina de DNA para o virus do Nilo Ocidental (WNV) foi
licenciada em 2005, para utilizacdo em cavalos e representa a primeira licenca
concedida para uma vacina de DNA de utilizacdo em animais. Esta vacina
mostrou-se segura e imunogénica em sua primeira fase de estudo em
humanos (MARTIN et al., 2007). Ainda em 2005, uma vacina de DNA foi
aprovada para o salméo do Atlantico, criados em fazendas, para evitar infeccéo
pelo virus da necrose hematopoiética infecciosa (IHNV). A capacidade
protetora da vacina de DNA é especifica para a proteina particular que é
codificada e o mecanismo pode envolver a resposta imune inata que €
estimulada pela proteina bem como a resposta imune de memoria, com ambos
0s anticorpos e respostas de células T (LORENZEN et al., 1990; ANDERSON
et al., 1996; ACOSTA et al., 2006; PURCELL et al., 2006).

Uma vacina de DNA imunoterapéutica foi licenciada em 2010, depois de

receber aprovacgdo condicional em 2007, como uma terapia para o0 melanoma
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maligno em cées. Esta vacina contém DNA humano que codifica uma proteina
xenogénica, a tirosinase, ligeiramente diferente da variante canina. A tirosinase
€ uma enzima envolvida na sintese da melanina, sendo expressa tanto pelos
melandcitos normais quanto neoplasicos (melanoma). Assim, o sistema imune
do céo reconhece esta proteina estranha e gera uma resposta imune eficaz
contra as proprias tirosinases (BERGMAN et al., 2003; LIAO et al., 2006). A
capacidade de prolongar a vida de cdes, mesmo em estadgio avancado da
doenca, fornece um grau de eficacia para imunoterapia maior do que a
observada com outras vacinas imunoterapéuticas em desenvolvimento
(BERGMAN et al., 2003). Esta tecnologia é totalmente inovadora em medicina
veterinaria e consiste no Ultimo grande avanco na luta contra o0 melanoma no

cao.

O gquarto plasmideo de DNA licenciado ndo é uma vacina, mas codifica o
fator de liberagdo do hormoénio do crescimento (GHRH) para porcas
reprodutoras, na industria de alimentos, e foi licenciado em 2008. O resultado
da injecdo de DNA GHRH é que as porcas tém mais leitdes vivos em suas

ninhadas e os leitdes apresentam maior peso ao nascimento (KHAN, 2010).

Apesar de estas vacinas veterinarias serem licenciadas, ainda enfrentam
limitacdes quanto a imunogenicidade, impedindo até hoje a sua utilizacdo em
escala global, o mais importante, em humanos. Resultados promissores em
experimentos com pequenos roedores foram dificilmente vistos em espécies
maiores, incluindo primatas ndo-humanos ou seres humanos (GRUNWALD e
ULBERT, 2015).
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RESUMO

O sistema de secrecao do tipo IV de Brucella spp. € composto por doze genes
no operon virB (virB1 a virB12) e, constitui um dos principais fatores de
viruléncia desta bactéria. Este estudo foi conduzido para avaliar a
imunogenicidade e eficacia protetora de vacinas de DNA contendo os genes
virB9 e virB12 de Brucella abortus. A administracdo intramuscular das vacinas
de DNA em camundongos BALB/c induziu resposta imune humoral e celular
especificas contra os antigenos. A deteccdo de IgG especifico no soro dos
camundongos imunizados, bem como suas subclasses 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 VirB9r e VirB12r, separadamente. Os candidatos a
imunogenos  pcDNAvirB9, pcDNAvirB9-VirB9r e  pcDNAvirB12-VirB12r
induziram a producdo de IgG e suas subclasses IgG1 e IgG2a e obtiveram
niveis significativos (p<0,05). No entanto, nenhum dos grupos testados induziu
protecdo em camundongo Balb/c ap6s o desafio com B. abortus virulenta
S2308.

Palavras-chave: Brucella abortus; virB; Vacina de DNA.
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INTRODUCAO

Brucella abortus € o principal agente causador da brucelose em bovinos,
causando aborto e infertilidade em animais adultos. A brucelose € uma doenca
de distribuicdo mundial, causando grandes perdas econdmicas em &reas

endémicas [1].

Devido a importancia para a saude publica e aos danos que a brucelose
causa para a industria pecuaria, grandes esforcos tém sido dispendido para
controlar e erradicar esta doenca em bovinos. Atualmente, a imunizacdo contra
infec¢des causadas por B. abortus € amplamente realizada pela administracéo
das vacinas vivas atenuadas B19 e RB51 [2]. A amostra vacinal B19 provou ser
eficaz contra infec¢des de B. abortus em bovinos, erradicando essa doenca em
diversos paises. Apesar das vacinas disponiveis serem eficazes no controle da
brucelose, eles tém algumas desvantagens, tais como a interferéncia com 0s
testes de diagndéstico, sdo patogénicas para os humanos e apresentam

potencial de causar aborto em fémeas prenhas [3].

Uma estratégia para o desenvolvimento de uma vacina segura e eficaz é
a imunizacdo com plasmideos que codificam antigenos protetores, gerando
uma resposta imune humoral e celular [4]. Estes plasmideos sdo chamados de
vacinas de DNA, que além de conferir resposta imune humoral e celular, tanto
para resposta de linfocitos CD4+ quanto CD8+, sem a necessidade de

microrganismos vivos, sao também de baixo custo e facil manipulagéo.

Importantes fatores de viruléncia de B. abortus podem ser candidatos a

componentes de uma vacina contra brucelose bovina. Envolvidas no processo
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de replicagdo intracelular, as proteinas do sistema VirB, que fazem parte do
sistema de secrec¢éo tipo IV, sdo consideradas um fator de viruléncia em
Brucella spp., apos terem sido testadas em modelos de infeccdo em
macréfagos humanos e camundongos [5]. Este sistema estd relacionado
evolucionaria e funcionalmente ao sistema de transferéncia de DNA por

conjugacao e ao sistema de secrecao de fatores ligados a viruléncia [6, 7].

As proteinas do sistema VirB de outras bactérias (Anaplasma marginale
e Anaplasma phagocytophilum) e riquétsias (Ehrlichia canis), apresentaram-se

altamente imunogénicas e antigénicas ao serem testadas como vacinas [8].

A partir do potencial das proteinas do operon virB como imundgenos,
testou-se em camundongos, duas vacinas de DNA contendo os genes virB9 e
virB12 de B. abortus, quanto a capacidade de protecdo e niveis de resposta

imune humoral e celular.

2. Material e métodos

2.1. Cepas bacterianas, procedimentos de estocagem e cultura

A cepa S2308 de B. abortus foi utilizada para extracdo de DNA
gendmico e desafio pos-imunizacdo em camundongos. A cepa B19 de B.
abortus (Brucelina B19, Vallée®), foi utilizada como controle positivo na
vacinagdo dos camundongos. Escherichia coli TOP 10 F’ ou E. coli DH5a
(Invitrogen®), foram utilizadas para clonagem, armazenamento e expanséo

plasmidial.
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As cepas de B. abortus foram aerobicamente crescidas em meio Tryptic

Soy Broth (TSB) (BD Biosciences®) liquido por 72 horas a 37 °C, aliquotadas
em glicerol 20% e estocadas a -80 °C. As cepas de E. coli TOP 10 F,
Rosetta-gami e DH5a foram crescidas, com aeragdo, em meio Luria-Bertani
(LB) (BD Biosciences®) liquido por 16 horas a 37 °C, seguindo o mesmo
protocolo de aliquotagem e estocagem das cepas de B. abortus. Para obtencéo
de colbnias as amostras foram estriadas em placas de Petri contendo LB agar

e incubadas a 37 °C por 16 horas.

2.2. Animais

Camundongos fémeas BALB/c (6-8 semanas de idade) foram obtidos do
biotério da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), e os procedimentos
experimentais deste estudo foram aprovados pela Comisséo de Etica no Uso
de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS),

sendo certificado com o registro n°® 360/2011.

2.3. Producdo e purificacdo das proteinas recombinantes VirB9r e VirB12r

As construcbes plasmidiais pET47(b)-virB9 e pET47(b)-virB12,
previamente estocadas em E. coli Rosetta-gami, armazenadas a -80°C em
glicerol 20%, no acervo do Laboratério de Engenharia genética Animal da
Embrapa Gado de Corte, foram utilizadas para obtencdo das proteinas

recombinantes VirB9r e VirB12r.
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Apbés o cultivo dos clones em meio LB agar com 25 upg/mL de
canamicina e 36 pg/mL de cloranfenicol, a inducdo da expresséo dos genes foi
realizada com a adicao de 1 mM de isopropyl-B-D-thiogalactopyranoside (IPTG)
por 4 horas a 37°C, sob agitacdo constante e foram avaliadas por eletroforese
em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) 12%, corado com azul brilhante de

Comassie.

A purificacdo da proteina VirB9r foi realizada por eletroeluigdo, conforme
metodologia descrita por ELISElI e colaboradores [9] e, a purificacdo da
proteina VirB12r foi realizada por meio de cromatografia de afinidade em

coluna de niquel (His Trap-GE), conforme metodologia descrita pelo fabricante.

Apos a purificacdo, as proteinas foram dialisadas em PBS 1X pH 7,2 por

72 horas em camara fria e quantificadas pelo método de Lowry [10].

A qualidade da purificacédo foi avaliada por SDS-PAGE 12%, corado com
azul brilhante de Comassie, bem como por Western blot utilizando anticorpo
monoclonal anti-6-histidinas (Sigma-Aldrich®), que reconhece uma porcéo de

seis histidinas fusionadas a VirB9r e VirB12r.

As proteinas recombinantes purificadas foram utilizadas posteriormente
como booster apés administracdo das vacinas de DNA e, nos sistemas de
avaliacdo da resposta imune (ELISAs e ensaios in vitro de avaliacdo de

resposta celular para as vacinas de DNA).
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2.4. Construcao e producédo das vacinas de DNA

A cepa S2308 de B. abortus foi utilizada para extracdo de DNA
gendmico, seguindo a metodologia descrita por BASTOS et al. (2012) [11]. A
amplificacdo dos genes virB9 e virB12 foi realizada pela reacdo em cadeia da
polimerase (PCR), utilizando os iniciadores que contém sitios de restricdo Bam
HI e Hind 1l e a sequéncia consenso de Kozak no iniciador (Tabelal). Os
oligonucleotideos foram desenhados a partir do programa DNASTAR®,

baseado na sequéncia gendbmica da cepa de B. abortus (AF 226278.1).

Os produtos de PCR foram clonados no vetor pcDNA™3.1(+)
(Invitrogen®) utilizando-se técnicas de biologia molecular padrdo. Os clones
positivos foram confirmados por andlise de restricAo e sequenciamento. O
plasmideo vazio pcDNA3.1(+) e as constru¢cdes vacinais pcDNAvIrB9 e
pcDNAvirB12 foram produzidas em larga escala e, purificados usando o Kit
EndoFree Giga (Qiagen Inc., Valencia, CA, USA) de acordo com as instrucdes

do fabricante e diluido a 1Img/mL em PBS.

Tabela 1.
Sequéncia dos oligonucleotideos utilizados para amplicacdo por PCR dos
genes virB9 e virB12 de B. abortus

_ ] L Sitio de
Oligonucleotideos Sequéncia o
restricédo
pcDNAVirB9 F > CAAAAGCTTACGATGGAAAGATTCCTGCTTGCGTGC ° Hind 111
pcDNAVIrB9 R * CAAGGATCCTCATTGCAGGTTCTCCCCG * Bam HlI
pcDNAVIrB12 F ® CAAAAGCTTACGATGGGCACATTGGTTATGGTCG ° Hind 11l

pcDNAVIrB12 R ° CAAGGATCCTTACTTGCGTAAAATTTCGAT ° Bam HI
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2.5. Deteccdo da expressao in vivo dos genes virB9 e virB12 em células

eucarioticas por RT-PCR

Para a avaliacdo da expressdo do RNAmM in vivo dos genes virB9 e
virB12 em células de eucarioto, dois grupos compostos por quatro
camundongos fémeas de 6 a 8 semanas de idade da linhagem BALB/c,
receberam uma Unica dose de 100 pyg das constru¢des vacinais pcDNAVIrB9 e
pcDNAvirB12, pela via intramuscular (IM), separadamente, e dois animais
receberam 100uL de PBS1X pH 7,2 (controles), pela mesma via de
administracdo. Os camundongos foram eutanasiados, por deslocamento
cervical, 24 horas, 48 horas, 72 horas e sete dias ap0s receberem a dose Unica
de DNA, e os animais inoculados com PBS1x pH7,2 foram eutanasiados 7 dias
apos a inoculacdo. O musculo quadriceps direito (local onde foram realizadas
as inoculactes) foi coletado de cada camundongo, de forma asséptica em
reagente Trizol (Invitrogen®) e o RNA total foi isolado de acordo com
instrucdes do fabricante. Subsequentemente, o RNA foi extraido com
cloroférmio e precipitado com alcool isopropilico. O RNA total extraido foi
dissolvido em agua DEPC e quantificado utilizando-se o espectrofotbmetro
Nanodrop®. Antes de realizar o procedimento de transcricdo reversa, o RNA
total de cada amostra (1 ug) foi tratado com a enzima Amplification grade
DNAse | (Invitrogen®), e ap0s realizada a transcricdo reversa do RNA para
cDNA com 1 ug de RNA total utilizando a enzima transcriptase reversa do
sistema ImProm-II™ Reverse Transcription System (Promega®), seguindo as
instrucdes do fabricante. Para a amplificacdo de cada cDNA especifico, 5 yL de

cDNA foi utilizado como molde na reacao de PCR.
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2.6. Imunizacao

Os camundongos foram divididos em oito grupos de 10 animais,
correspondentes aos grupos que receberam: pcDNAvirB9, pcDNAvirB9+VirB9r-
Montanide  (booster), pcDNAvirB12, pcDNAvirB12+VirB12r-Montanide
(booster), pcDNA3.1(+), Montanide, PBS e B19 (vacina comercial). Cada
animal dos grupos vacinais (pcDNAvirB9 e pcDNAVvirB12) e do grupo controle
pcDNA3.1(+) foram inoculados com trés doses de 100 pg, por injecdo
intramuscular (musculo do quadriceps); os animais dos grupos reforco com
proteina (pcDNAvirB9+VirB9r e pcDNAvirB12+VirB12r) foram inoculados com
duas doses de 100 pg das construcdes vacinais, por injecdo intramuscular e a
terceira dose com 30 pg das respectivas proteinas recombinantes preparadas
com 70 pL do adjuvante Montanide, por injecao subcutanea (regido dorsal). Os
animais do grupo Montanide foram inoculados com 70 pL do adjuvante, por
injecdo subcutanea e, os animais do grupo PBS foram inoculados com trés
doses 100 pL da solucdo de PBS pH 7,2 por injecdo intramuscular. Cada
camundongo foi inoculado nos dias 0, 15 e 30. Os animais do grupo B19
(controle positivo) foram inoculados intraperitonialmente com apenas uma dose
de 100 pL contendo 1x10° Unidades formadoras de colénia (UFC) da amostra

vacinal B19 no dia 30 (Tabela 2).
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Tabela 2.
Programa de imuniza¢édo dos camundongos

Esquema de Imunizacéao (Dias)

Grupos
0 15 30

pcDNAvirB9 100 ug (IM) 100 ug (IM) 100 g (IM)
pcDNAvirB12 100 ug (IM) 100 ug (IM) 100 ug (IM)
pcDNAvVirB9+VirBor* 100 ug (IM) 100 ug (IM) 30 g (SC)
pcDNAvirB12+VirB12r* 100 ug (IM) 100 ug (IM) 30 pg (SC)
pcDNA3.1(+) 100 pg (IM) 100 ug (IM) 100 pg (IM)
B19** 100 pL (IP)
PBS 100 uL (IM) 100 pL (IM) 100 pL (IM)

(IM): Intramuscular. (SC): Subcutanea. (IP): Intraperitoneal.
*Ultima dose dos grupos pcDNAvirB9+VirBOr e pcDNAvirB12+VirB12r foi com as
respectivas proteinas recombinantes.

**Qs camundongos foram vacinados com 1X10° UFC com a vacina comercial B19.

Cinco animais de cada grupo foram desafiados com 100 pL de B.
abortus S2308 (2x10° UFC) em PBS, por via intraperitoneal, 20 dias apds a
terceira inoculacdo. Neste mesmo periodo os outros cinco animais de cada
grupo foram encaminhados para esplenectomia para obtencédo de esplendcitos

e avaliacao da resposta imune celular.

2.7. Andlise da resposta imune humoral

Amostras de sangue, dos dez animais de cada grupo, foram coletadas
por puncgao do plexo retro-orbital um dia antes de cada imunizagcdo 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.
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A resposta imune humoral foi avaliada pelos niveis de IgG e de suas
subclasses IgG1 e IgG2a por meio de ELISA indireto.

Para avaliagdo da producao de anticorpos apés injecdo com a construgcao
vacinal contendo o gene virB9, o antigeno VirB9r foi adsorvido (2ug/mL) em
placas de poliestireno de 96 pocos (Costar® 3590), diluidos em tampéo
carbonato bicarbonato 0,05 M pH 9,6 (0,5 uL/100 uL/pogo) por 16 horas a 4°C
em camara umida.

Para a deteccdo de IgG, as placas foram lavadas quatro vezes com
PBS/0,05% (v/v) Tween 20 (PBS-T) e incubadas com 200 pL/pogo de (PBS-T e
5% de leite bovino em po), por 1 hora a 37°C. Os soros foram diluidos (1:100)
em PBST com 1% de leite bovino em pé. Como controle positivo foi feito um
pool dos soros dos animais do grupo VirB9r-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. Apds a incubacéo, foram realizadas cinco lavagens com PBS-
T, e foram adicionados, em duplicata, 100 uL/poc¢o de cada soro diluido e foram
incubados por 1 hora a 37°C. As placas foram entdo lavadas por cinco vezes
com PBS-T, e foi adicionado 100 pyL/pogo de conjugado anti-IgG mouse com
peroxidade (Sigma- Aldrich®), diluido em PBST a 1:10.000. As placas foram
incubadas por 1 hora a 37°C, e apoés cinco lavagens com PBS-T, 95 uL/pogo
do cromogeno/substrato o-fenilenediamina (OPD) (Sigma-Aldrich®), diluido
conforme instrucbes do fabricante. As placas foram entdo incubadas por 20
minutos protegidas da luz, para ocorrer a reacéo colorimétrica, e foram paradas
pela adicdo de Acido Sulfurico a 3 M. A densidade 6ptica (DO) foi lida com

absorbancia de 490 nm em espectrofotdmetro.
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Para avaliar a producdo de anticorpos, por meio de ELISA indireto, da
construcdo vacinal contendo o gene virB12, o antigeno VIRB12r foi adsorvido
(1pg/mL) conforme descrito anteriormente, com a alteragdo da diluicdo dos
soros que foram diluidos a 1:200.

Para deteccéo de IgG1 e 1gG2a, seguiu-se 0 mesmo procedimento inicial
de adsorcdo dos antigenos VirB9r (2 upg/mL) e VirB12r (1 pg/mL)
separadamente. ApOs as lavagens dos pogos, o bloqueio de sitios
inespecificos foi feito em cémara Umida por duas horas a temperatura
ambiente, com 200 pyL de PBS contendo 10% (v/v) de soro fetal bovino (PBS-
SFB) e apo6s duas lavagens com PBST. Foi realizada a titulagdo de todos os
soros, para verificar a diferenca significativa de 1gG1l e IgG2a. Os pocos
receberam 100 yL das amostras de soros diluidas, em PBS-SFB. Apds
incubacédo das placas por uma hora a temperatura ambiente e quatro lavagens
com PBS-T, os pocos receberam anticorpos biotinilados anti-lgG1 e anti-lgG2a
(BD Pharmingen) diluidos a 1:500 e incubadas por 2 horas, seguido de seis
lavagens com PBS-T e incubacdo de 45 minutos com estreptoavidina
conjugada a peroxidase (R&D Systems). As placas foram lavadas oito vezes.
Os pogos receberam entdo 100 pyL de substrato OPD diluido em agua
destilada. Passados 20 minutos, as reagdes foram interrompidas pela adicao
de H,SO4 (2,5N) e a densidade o6ptica (DO) foi lida com absorbancia de 490 nm

em espectrofotdmetro.

2.8. Avaliacéo da resposta celular

Quinze dias apés a terceira imunizacdo, cinco camundongos de cada

grupo foram eutanasiados por deslocamento cervical e esplenectomizados
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para obtencdo dos esplendcitos a serem cultivados para avaliacdo da resposta
imune celular.

Os bagos foram macerados em 2 mL de meio RPMI 1640 (Gibco®). Em
placas de 24 pocos foram aplicadas 2x10° esplendcitos/poco, diluidos em meio
RPMI suplementado 10% (v/v) de soro fetal bovino, 100 U/mL de penicilina G
sbédica, 100 pg/mL de sulfato de estreptomicina, e 50 mM 2-ME (Sigma
Immunochemicals®). Os esplendcitos de cada animal foram estimulados com 5
pg/mL de VirB9r e VirB12r, separadamente, e 5 yg/mL de Concanavalina A
(ConA). Um controle negativo, composto pelo meio suplementado apenas, para
os esplendcitos de cada animal também foi utilizado, onde nao foi adicionado
nenhum agente estimulante. As placas foram incubadas a 37 °C com 5% de
CO, em atmosfera umida, por 48 horas, em meio RPMI suplementado. Apds
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 das
citocinas 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
cromogeno que foi o SIGMAFAST™ OPD (Sigma-Aldrich®). A DO foi lida com

absorbancia de 490 nm em espectrofotdmetro.

2.9. Andlise de protecéo

Cinco animais de cada grupo foram desafiados, via intraperitoneal, 20
dias apés a terceira imunizacdo com uma dose de 100pL contendo 2x10° UFC

da amostra selvagem de B. abortus S2308 em PBS. Quatro semanas apos 0
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desafio, os camundongos foram eutanasiados por deslocamento cervical e
seus bagos foram removidos assepticamente. Cada baco foi macerado em
tampao PBS e as diluicdes semeadas em TSA foram cultivadas durante trés
dias a 37°C com CO; a 10%. O numero de UFC por baco foi determinado para
cada animal e os resultados foram expressos como a média Log de UFC +

Desvio Padrao (DP) por grupo.

2.10. Analise estatistica

As andlises estatisticas dos dados de protecao foram realizadas por meio
dos testes Anova e Tukey (com P < 0,05 quando houve diferenca significativa).
Estes mesmos testes juntamente com o teste de Sidak (com P < 0,0001
quando houve diferenca significativa) foram utilizados para avaliacdo da
diferenca 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 confeccdo dos

gréficos.

3. Resultados
3.1. Construgdo das vacinas de DNA (pcDNAvirB9, pcDNAvirB12) e

expressao de RNAm dos genes virB9 e virB12 em células eucarioticas in vivo

A integridade das vacinas de DNA pcDNAvirB9 e pcDNAvirB12 foi

confirmada por andlise de restricdo e sequenciamento. A presenca de RNAmM
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dos genes virB9 e virB12 foi observada in vivo, por meio da RT-PCR,
demonstrando a eficiéncia do funcionamento do plasmideo vacinal em células

eucaridticas (dados ndo mostrados).

3.2. Resposta imune humoral

A producdo de IgG e de suas subclasses, IgG1l e IgG2a, de cada
camundongo foi avaliada por ELISA indireto, tendo como antigeno as proteinas
VirB9r e VirB12r, separadamente. Para analisar a progressao da inducao de
IgG nos grupos, foi necessario coletar amostras de sangue, para obtencdo dos
soros, na pré-imunizacdo (dia 0), e no pré-desafio (dias 15, 30 e 50),
totalizando quatro coletas.

Com base nas médias de densidade Optica foi possivel observar que a
producdo de anticorpos IgG estimulados pelos candidatos a imundgenos
pcDNAvirB9, pcDNAVvirB9-VirBO9r e pcDNAvirB12-VirB12r obtiveram niveis
significativos (p<0,05) quando comparado a resposta induzida pelos demais
grupos apos a terceira inoculacao. Quando os camundongos foram imunizados
com pcDNAvirB12, ndo foi observada a producdo de IgG, igualmente aos

grupos controles PBS e pcDNA3.1.(+) (Fig. 1)
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Fig. 1. Cinética de IgG especifico anti-VirB9r e anti-VirB12r de camundongos
imunizados. Soros obtidos nos dias 0, 15, 30 e 50 antes do desafio foram diluidos a
1:100 e usados no teste de ELISA. Cada ponto representa a média da Densidade
Optica (DO) de anticorpos. A significancia estatistica esta representada por * Grupo
pcDNAvirB12+VirB12r comparado com 0s grupos controles, ** Grupo
pcDNAvirB9+VirB9r comparado com 0s grupos controles e *** Grupo pcDNAvirB9
comparado com o0s grupos controles P<0,005. Grupos controles imunizados PBS e
pPcDNA 3.1(+).

A inducdo de IgGl e IgG2a foi determinada com os soros obtidos da
coleta no 50° dia. A Fig. 2 representa o resultado dos niveis dessas subclasses,
um dia antes do desafio. Os grupos pcDNAviIrB9+VirB9r e
pcDNAvirB12+VirB12r obtiveram niveis significativos (P < 0,05) de IgG1l. Para
o isotipo IgG2a somente o grupo pcDNAVirb9+VirBOr obteve diferenca
significativa (P < 0,05) quando comparado aos outros grupos. Quando
comparadas as subclasses entre si, houve diferenca significativa nos grupos
pcDNAVvirb9+VirB9r e pcDNAvirb12+VirB12r, com predominio de IgG2a e I1gG1,

respectivamente.
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Fig. 2. Inducdo de IgGl e IgG2a especificos anti-VirB9r e VirB12r de

camundongos imunizados. A inducdo de IgGl e IgG2a foi determinada com os
soros obtidos da coleta do dia 50. Cada barra representa a média da DO de
anticorpos. A significancia estatistica (P < 0,0001) esta representada por *
Comparativo entre os niveis de IgG1l e 1gG2a para o grupo pcNDAvirB9+VirB9 e **
Comparativo entre os niveis de IgG1 e IgG2a para p grupo pcDNAvirB12+VirB12..

3.3. Resposta imune celular

O perfil das citocinas IFN-y e IL-10 foi determinado por ELISA de captura,
utilizando o sobrenadante da cultura de esplendcitos. Esses foram estimulados,
anteriormente, com as proteinas VirB9r e VirB12r, separadamente. Na Fig. 3A,
observa-se que nao houve diferenca significativa entre 0os grupos vacinais para
IFN-y. Entretanto, para IL-10 o grupo pcDNAVvirB9+VirB9r apresentou diferenca

significativa (P < 0,05) quando comparado com os grupos pcDNAvirB9 e
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pcDNAvirB12+VirB12r (Fig. 3A). Na Fig. 3B e 3C estdo representadas os

pontos de corte para as citocinas IFN-y e IL-10.
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Fig. 3. Niveis das citocinas IFN-y e IL-10 nos camundongos imunizados. O perfil
de producédo das citocinas IFN-y e IL-10 foi determinado por ELISA de captura,
utiizando o sobrenadante da cultura de esplendcitos. Esses foram estimulados,
anteriormente, com as proteinas VirB9r e VirB12r, separadamente. Cada barra
representa a média da quantidade de citocinas (pg/mL) no sobrenadante das culturas
de esplendcitos. * Houve diferenca significativa dos grupos imunizados comparados ao
meio de cultivo e ** Houve diferenca significativa entre os grupos marcados (P<0,05).
(A) Niveis das citocinas IFN-y e IL-10 nos sobrenadantes das culturas de esplendcitos
dos camundongos imunizados com as candidatas vacinais. (B) Linha de corte para
IFN-y e (C) Linha de corte para IL-10.
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3.4. Estudos de protecao

3.4. Estudos de protecéo

Duas semanas apos o desafio com a cepa virulenta B. abortus S2308, o
nivel de infeccdo de cada camundongo foi avaliado por determinacdo do
namero de UFC no baco. O grupo de camundongos injetados com PBS
obtiveram a maior contagem de bactérias. B19 (vacina controle) reduziu o
namero de UFC no baco e, induziu 1,04 unidades de protecao contra o desafio
de B. abortus, com diferenca significativa (P<0,05) em relacao ao grupo PBS e
demais grupos vacinais testados (Tabela 3). Nenhum dos grupos testes

avaliados foi capaz de induzir protecdo como controle.

Tabela 3. Anélise da protecédo de camundongos desafiados com 2 X 10° UFC de B.
abortus S2308, apos imunizacdo com formulagBes de vacinas de DNA e booster com
proteina recombinante

Logi, de UFC da B.
Vacina abortus S2308 no bacgo Unidades de protecéo®
(média £ DP)®

PBS 5,87 + 0,15

B19 4,83 + 0,61 1,04
pcDNA 3.1 (+) 5,64 + 0,15 0,23
pcDNAVirB9 5,74 +0,19 0,13
pcDNAvirB12 5,77+0,31 0,10
pcDNAvVIrB9 + VirB9r 5,52 £ 0,25 0,35
PCDNAVIrB12 + VirB12r 5,64 + 0,22 0,23

% O numero de bactéria no baco (UFC/baco) é representado como a média do log,, de UFC +
DP por grupo.

® Unidades de protecao foram obtidas pela subtracdo da média do log de UFC/baco dos grupos
imunizados com as formulagfes vacinais pela média do log/UFC do grupo controle imunizado
com PBS.

* P<0,05 , significante comparado ao grupo controle PBS e demais grupos.
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4. DISCUSSAO

As vacinas atuais contra B. abortus tém suas limitacbes e para supera-
las é necessario gerar e testar novas vacinas candidatas, entre elas estdo as
formulagc6es DNA, que sao capazes de gerar resposta imune humoral e celular
em modelos animais [12]. As vacinas de DNA induzem preferencialmente
resposta do tipo Thl e linfécitos T CD8" [13, 14]. Neste estudo avaliou-se a
resposta imune induzida e protecdo em camundongos inoculados com o0s
DNAs plasmidiais pcDNAvirB9 e pcDNAVvirB12, seguidas de um booster das

respectivas proteinas recombinantes VirB9 e VirB12.

Duas estratégias de imunizacdo foram utilizadas (a) trés imunizacoes
intramuscular das vacinas de DNA e (b) duas imunizacfes intramuscular das
vacinas de DNA seguida de um boost com as respectivas proteinas

recombinantes administradas subcutaneamente.

Nos resultados de resposta humoral observou-se que a vacina
pcDNAvirB9 foi habil para elicitar IgG total tanto sozinha como com o booster
de VirB9r, cinquenta dias ap6s a primeira imunizagéo, sendo que a formulacao
com o booster apresentou DO superior comparada a vacina de DNA somente.
A vacina pcDNAvirB12+VirB12r elicitou significativamente maior resposta de
IgG total, comparada as vacinas pcDNAvirB9 e pcDNAvirB9+VirB9r. A vacina
pcDNAvViIrB12 sem booster ndo elicitou resposta de IgG total, igualmente aos
grupos controles PBS e pcDNA3.1(+). As vacinas de DNA seguidas do booster
com as proteinas recombinantes elicitaram maiores repostas de ambas
subclasses IgGl e IgG2a. Sendo que pcDNAvirB12+VirB12r induziu titulos

significativamente maiores de IgGl comparado a IgG2a, diferentemente de
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pcDNAviIrB9+VirB9r que induziu titulos significativamente maiores de IgG2a
comparado a IgG1l. A resposta celular tem sido considerada como a mais
importante no controle a infeccdo por Brucella spp [15]. O papel dos anticorpos
tem sido abordado como responsaveis pela opsonizacdo da bactéria o que

resulta no aumento da captacéo desta pelos macréfagos [16].

O perfil da resposta imune celular induzida em camundongos pelas
vacinas pcDNAvirB9 e pcDNAvirB12, com e sem booster, foram avaliadas
pelos niveis das citocinas IFN-y e IL-10 em cultura de esplendcitos, estimulada
com as proteinas VirB9r e VirB12r. Todas as vacinas testadas induziram
maiores niveis de IFN-y do que IL-10, indicando uma resposta do tipo Thl. O
que se observou € que as vacinas de DNA sem o booster, induziram niveis
mais altos de IFN-y do que as com o booster com proteina, inclusive, a vacina
pcDNAVvirB12, sem o booster de proteina, que néo induziu a producéo de IgG

total e suas subclasses 1gG1 e IgG2a.

A capacidade protetora das vacinas pcDNAVvirB9 e pcDNAvirB12, com e
sem booster, foi avaliada em camundongos BALB/c. Somente 0 grupo
vacinado coma vacina comercial B19 induziu protecdo significativa quando

comparada ao grupo PBS.

Com base neste estudo, visto a ndo obtencédo de protecdo das vacinas
testadas, pode-se vislumbrar testes destas vacinas quanto a ajustes em doses
e formas de entrega em estudos posteriores. O sucesso das vacinas de DNA
depende da habilidade da entrega do material genético em sitios especificos.
Devido a isto, os polimeros catibnicos sintéticos ou naturais (carregados

positivamente) tém sido amplamente usados para carrear DNA ou SiRNA
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(ambos carregados negativamente) pois, condensam o material genético em
pequenas particulas, facilitando a internalizagdo celular via endocitose por meio
de interacOes eletrostaticas, com sitios anibnicos na superficie das células.
Nanoparticulas DNA-quitosana podem carrear fragmentos grandes de DNA e
ainda permanecer na nanoescala. Essa ligacdo protege o DNA de uma
degradacdo por nucleases. Outras propriedades superficiais como a
mucoadesividade da quitosana facilitam o seu transporte para o interior das

células [17].
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RESUMO

A brucelose € uma doenca que afeta varias espécies de vida domésticas e
selvagens, e é causada pela bactéria do género Brucella spp. Tendo em vista
as graves consequéncias econdmicas e meédicas relacionadas a brucelose,
grandes os esforcos, através da utilizacdo de vacinas, tém sido feito para evitar
a infeccdo por este patdgeno. As respostas imunes mediadas por células
envolvendo o IFN-y e células T CD4+ e T CD8+ s&o necessarias para eliminar
Brucella spp.. O operon virB [que codifica o sistema de secrecao tipo IV ( T4SS
)] foi referido como um importante fator de viruléncia, que desempenha um
papel importante na mediacdo de sobrevivéncia intracelular e manipulacao de
resposta imune do hospedeiro durante a infeccdo com Brucella spp. Neste
estudo, os genes virB9 e virB12 foram avaliados como imundégenos na forma
de vacina de subunidade e a protetocdo gerada pelas mesmas foram avaliadas
apos o desafio. A deteccdo de IgG especifico no soro dos camundongos
imunizados, bem como suas subclasses IgG1 e IgG2a, foram avaliadas por
ELISA indireto. O candidato a imundgenos VirB12 induziu a producéo de IgG e
o candidato VirB9 induziu a producao de 1gG2a, ambos obtiveram niveis
significativos (p,0,05). A resposta imune induzida pela formulagdo vacinal
VirB9r foi capaz de proteger camundongos apdés o desafio com B. abortus
virulenta (p<0,05). Essa formulacao pode ser promissora contra a brucelose em
bovinos.
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INTRODUCAO

A brucelose € uma zoonose presente no mundo todo, com excecao de
alguns paises desenvolvidos que conseguiram erradicd-la ou pelo menos
reduzir as taxas de prevaléncia. Em paises em desenvolvimento ainda se
trabalha para alcancar esta meta. E uma doenca infecciosa cronica causada
por bactérias intracelulares facultativas do género Brucella que acometem

varias espeécies de animais domeésticos e silvestres, além de humanos [1].

A prevaléncia de focos da brucelose bovina em propriedades pecuarias
no Brasil varia de 0,32% a 41,5% [2]. O Estado de Mato Grosso do Sul
apresentou o maior indice de fazendas que apresentaram pelo menos um

animal reagente a prova sorolégica, chegando a ser da ordem de 41,5% [3].

Estudos realizados em 2013 demonstraram que o0 prejuizo total da
brucelose no Brasil foi estimado em U$ 448 milhdes de ddlares americanos,
que equivale, hoje, a cerca de R$ 1,005 bilhdo de reais. A cada 1% de variacdo
na prevaléncia, estima-se o incremento no prejuizo de U$ 77,85 milhdes de
délares ou R$ 174,70 milhdes de reais no custo da brucelose bovina no Brasil.
As perdas por fémea infectada, com idade superior a 24 meses, foram
estimadas em R$ 473,50 e R$ 255,20 em rebanhos de leite e de corte,

respectivamente [3].
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Devido a importancia para a saude publica da brucelose e os danos que

ela causa para a industria pecuéria, muito esforco tem sido dispendido para
controlar e erradicar a doenga em bovinos. Atualmente, a imunizagao contra
infeccbes contra B. abortus € amplamente realizada por administracdo das
vacinas vivas atenuadas B19 e RB51 [4]. A amostra vacinal B19 provou ser
eficaz contra infec¢Bes de B. abortus em bovinos, erradicando essa doenca em
diversos paises. Apesar das vacinas disponiveis serem eficazes no controle da
brucelose, eles tém numerosas desvantagens, tais como a interferéncia com os
testes de diagndstico, sdo patogénicas para 0s humanos e apresentam

potencial de causar aborto em fémeas gravidas [5].

Com o objetivo de produzir uma vacina segura aos manipuladores e aos
animais vacinados e que 0 seu uso nao interfira nos testes de diagndsticos,
varias sdo as possibilidades de desenvolvimento de novas vacinas contra a
brucelose animal: vacinas de DNA [6, 7], vacinas vivas atenuadas
geneticamente [8,9], vacinas de subunidades [10], expressdo de um antigeno
protetor sobre uma cepa vacinal de Brucella menos virulenta [11] e, vacinacao

com expressdo de antigenos de Brucella em Escherichia coli [12].

As vacinas de subunidade vém ganhando preferéncia entre os grupos de
pesquisa, pela vantagem destas eliminarem as preocupacfes associadas a
seguranca das vacinas vivas, por meio da patogenicidade residual [13]. As
vacinas de subunidades, como as proteinas recombinantes, sdo promissoras
candidatas, porque apresentam menor risco biolégico, ndo séo virulentas, ndo
possuem risco de causar infeccdo nos animais vacinados, podem ser

produzidas com alto rendimento e pureza e podem ser manipuladas para
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maximizar as caracteristicas desejadas e minimizar as indesejadas e, além

disso, elas sdo mais seguras para os manipuladores [14].

Assim, objetivou-se neste estudo, avaliar em camundongos BALB/c, duas
vacinas de subunidade contra B. abortus quanto a resposta imune humoral e

protecao.

2. Material e métodos

2.1. Cepas bacterianas

As cepas de B. abortus B19 e S2308 foram aerobicamente crescidas em
meio Tryptic Soy Broth (TSB) (BD Biosciences®) liquido por 72 horas a 37 °C,
aliquotadas em glicerol 20% e estocadas a -80 °C. Quando necessario, uma
aliquota era utilizada para estriamento e crescimento de col6nias por 72 horas

a 37 °C em placas de petri contendo meio Tryptic Soy Agar (TSA).

2.2. Animais

Camundongos fémeas BALB/c (6-8 semanas de idade) foram obtidas do
biotério da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). O projeto para o
desenvolvimento deste estudo foi submetido, avaliado e provado pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal de

Mato Grosso do Sul (UFMS), sendo certificado com o registro n® 360/2011.
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2.3. Producdo e purificacdo das proteinas recombinantes VirB9r e VirB12r

As construgdes plasmidiais pET47(b)-virB9 e pET47(b)-virB12, previamente
estocadas em E. coli Rosetta-gami, armazenadas a -80°C em glicerol 20%, no
acervo do Laboratorio de Engenharia genética Animal da Embrapa Gado de
Corte, foram utilizadas para obtencdo das proteinas recombinantes VirB9r e

VirB12r.

Apos o cultivo dos clones em meio LB agar com 25 pg/mL de canamicina e
36 pug/mL de cloranfenicol, a inducéo da expressédo dos genes foi realizada com
a adicdo de 1 mM de isopropyl-B-D-thiogalactopyranoside (IPTG) por 4 horas a
37°C, sob agitacdo constante e foram avaliadas por eletroforese em gel de

SDS-PAGE 12%, corado com azul brilhante de Comassie.

A purificacdo da proteina VirB9r foi realizada por eletroeluicdo, conforme
metodologia descrita por ELISEI e colaboradores [15] e, a purificagcdo da
proteina VirB12r foi realizada por meio de cromatografia de afinidade em

coluna de niquel (His Trap-GE), conforme metodologia descrita pelo fabricante.

Apos a purificacdo, as proteinas foram dialisadas em PBS 1X pH 7,2 por 72

horas em camara fria e quantificadas pelo método de Lowry [16].

A qualidade da purificacdo foi avaliada por SDS-PAGE 12%, corado com
azul brilhante de Comassie, bem como por Western blot utilizando anticorpo
monoclonal anti-6-histidinas (Sigma-Aldrich®), que reconhece uma porc¢éo de

seis histidinas fusionadas a VirB9r e VirB12r.
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As proteinas recombinantes purificadas foram utilizadas posteriormente
como vacinas de subunidades e, nos sistemas de avaliagdo da resposta imune

humoral elicitada por estas vacinas.

2.4. Imunizacao

Os camundongos foram divididos em 5 grupos de 5 animais,
correspondentes aos grupos que receberam: VirB9r, VirB12r, Montanide, PBS
e B19 (vacina comercial) (Tabela 1). As amostras de sangue dos animais foram
coletadas por puncao do plexo retro orbital um dia antes de cada imunizacéo e

um dia antes do desafio para obtencao do soro.

Tabela 1
Programa de imunizag&o dos camundongos
Esquema de Imunizagéo (Dias)

Grupos

0 15° 30°
VirB9r 30 ug (SC) 30 ug (SC) 30 ug (SC)
VirB12r 30 ug (SC) 30 ug (SC) 30 ug (SC)
Montanide 70 uL (SC) 70 uL (SC) 70 uL (SC)
B19 1x10° (IP)*
PBS 100 pL (IM) 100 pL (IM) 100 pL (IM)

(IM): Intramuscular. (SC): Subcutanea. (IP): Intraperitoneal.
* Os camundongos foram vacinados com 1X10° UFC com a vacina comercial B19.

2.5. Deteccao de anticorpos utilizando a técnica de ELISA

Os soros dos animais foram avaliados para a deteccdo da resposta

humoral obtendo-se os niveis de IgG total e das subclasses IgG1 e IgG2a, por
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meio de ELISA indireto. Os valores de corte para 0s ensaios foram
determinados a partir da média da Densidade Otica (DO) do grupo controle

(PBS).

2.6. Estudos de protecao

Todos os animais foram desafiados, via intraperitoneal, 20 dias ap6s a
terceira inoculacdo com uma dose de 100pL contendo 2x10° UFC da amostra
selvagem de B. abortus S2308 em PBS. Quatro semanas apés o desafio, os
camundongos foram eutanasiados por deslocamento cervical os seus bacgos
foram removidos assepticamente. Cada baco foi macerado em tampéao PBS e
as diluicbes semeadas em TSA foram cultivadas durante trés dias a 37 ° C com
CO; a 10%. O numero de UFC por baco foi determinado para cada animal e os
resultados foram expressos como a média Log de UFC + Desvio Padrédo (DP)

por grupo.

2.7. Andlise estatistica

As analises estatisticas dos dados de protecao foram realizadas por meio
dos testes Anova e Tukey (com P < 0,05 quando houve diferenca significativa).
Estes mesmos testes juntamente com o teste de Sidak (com P < 0,0001
quando houve diferenca significativa) foram utilizados para avaliacdo da
diferenca 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



59
Windows (GraphPad®). O mesmo programa foi utilizado para confeccéo dos

gréficos.

3. Resultados

3.1. Resposta imune humoral

Os niveis de IgG e de suas subclasses, 1gG1 e IgG2a, de cada
camundongo foram avaliados por ELISA indireto, tendo como antigeno as
proteinas VirB9r e VirB12r, separadamente. Para analisar a progressao da
inducdo de IgG nos grupos, foi necessario coletar amostras de sangue, para
obtencéo dos soros, na pré-imunizacéo (dia 0) e nos pré-desafios (dias 15 e 30
e 50), totalizando quatro coletas. Na Fig. 1, observa-se a cronologia das
imunizacdes a partir da média da DO de cada grupo e o comparativo entre a
meédia dos grupos. Com base nas médias da DO foi possivel observar que a
producdo de anticorpos IgG estimulados pelo candidato a imunégeno VirB12r
obteve niveis significativos (p<0,05) quando comparado a resposta induzida
pelos demais grupos apds a terceira inoculacéo.

No dia 30 houve um significativo aumento na inducédo de IgG no grupo
imunizado com a proteina VirB12r. Quando comparado aos outros grupos,
obteve diferenca significativa (P < 0,05) (Fig. 1B). Nao foram identificados

niveis de IgG significativos no grupo VirB9r (Fig. 1A).
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Fig. 1. Cinética de IgG especifico anti-VirB9r e VirB12r de camundongos imunizados.
Soros obtidos nos dias 0, 15, 30 e 50 antes do desafio foram diluidos a 1:100 e usados
no teste de ELISA. (A) Comparagéo da do grupo imunizado com VirB9r com os grupos
controle; (B) Comparacao da do grupo imunizado com VirB12r com os grupos controle
e (C) Linha de corte para IgG. Cada ponto representa a média da DO de anticorpos. A
significancia estatistica esta representada por *P<0,005, comparada com 0S grupos
controles PBS e Montanide.

A Fig. 2 representa o resultado dos niveis dessas subclasses, um dia
antes do desafio. Neste estudo, a avaliacdo das subclasses IgG1 e IgG2a nos
animais dos grupos imunizados, e foi possivel observar que os niveis de 1gG1
(P < 0,05) estavam visivelmente maiores no grupo VirB9r em relagcdo aos
outros grupos, apresentou alta reacéo especifica para VirB12r, utilizada como

como antigenos no ELISA indireto.
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Fig 2. Detecgéo por ELISA indireto das subclasses IgG1 e IgG2a especificos para 0s
antigenos VirB9r e VirB12r, nos camundongos imunizados. Niveis de 1gG1 e IgG2a
nos soros dos camundongos no dia anterior ao desafio (dia 50) com B. abortus. O
simbolo *, demonstra diferenca significativa (P < 0,05), quando comparadas as médias
de cada grupo para cada isotipo.

A andlise das amostras antes do desafio mostrou que os animais que
receberam o candidato a imundgeno VirB9r apresentaram respostas de 1gG1
quando comparado aos demais animais do grupo controle (PBS) e, quando
comparado ao grupo VirB12r (Fig. 2). No entanto, a comparacgéo das respostas,
para 1gG2a mostra que 0S grupos que receberam as inoculacbes com o0s
candidatos a imunogenos n&o diferiram estatisticamente do grupo controle

(PBS).
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3.2. Estudos de protecao

Duas semanas apos o desafio com a cepa virulenta B. abortus S2308, o
nivel de infeccdo de cada camundongo foi avaliado por determinacdo do
namero de UFC no baco. O grupo imunizado com a proteina VirB12r teve
reducdo no numero de UFC no baco e apresentou inducéo de 1,09 Unidades
de Protecdo (UP) contra o desafio de B. abortus, igual ao grupo controle
positivo imunizado com a vacina comercial B19, ambos com diferenca
significativa (p<0,05) quando comparados ao grupo PBS (Tabela 2). No grupo
imunizado com a proteina VirB9r ndo houve inducdo de protecdo contra B.

abortus.

Tabela 2

Andlise da protecdo de camundongos desafiados com 2 x 10° UFC de B. abortus
S2308, apds imunizagcdo com as proteinas VirB9r e VirB12r associadas ao adjuvante
montanide

Logi, de UFC da B. )
Unidades de protegéo

Vacina abortus S2308 no bago (l0g)®
(média + DP)?

PBS 5,87+ 0,15

B19 4,83 +0,61 1,04~

VirB9r 5,85+ 0,22 0,02

VirB12r 4,78 + 0,63 1,09*

% O numero de bactéria no baco (UFC/bago) é representado como a média do log,, de UFC +
DP por grupo.

® Unidades de protecdo foram obtidas pela subtracdo da média do log de UFC/baco dos grupos
imunizados com as proteinas VirB9r e VirB12r, pela média do log/UFC do grupo controle
imunizado com PBS.

* P<0,05 , significante comparado ao grupo controle PBS.

4. Discussao
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A producdo das proteinas recombinantes do Operon VirB tem sido
realizada por diversos grupos de pesquisa [17, 18, 19, 20]. VirB9 e VirB12 séo
proteinas do sistema de secrecdo do tipo IV (TFSS), o qual promove a
secrecdo ou transferéncia de macromoléculas, proteinas ou complexos de
proteina-DNA de uma célula para outra, funcdes estas importantes para a

sobrevivéncia e viruléncia de bactérias gram negativas [21].

Neste estudo, o uso de VirB9r e VirB12r de B. abortus em camundongos,
emulsionadas em adjuvante Montanide, estimulou um significativo aumento na

inducao de IgG1 no grupo de animais inoculados com VirBO9r.

Sabe-se que a utilizacdo de adjuvantes com formulagbes do tipo
agua/dleo, como as preparacdes de Montanide, atuam na modulacdo de
resposta Thl/ Th2, favorecendo preferencialmente a inducdo de anticorpos e
citocinas do tipo Th2 [22, 23]. O estudo da reatividade de IgG1 demonstrou que
houve producéo significativa desta subclasse apés a 42 imunizacdo com a
proteina VirB9r em relacdo ao controle pré-imune. Em camundongos a troca
para a subclasse IgG1 é induzida por IL-4, indicando polariza¢do para resposta

do tipo Th2.

O adjuvante Montanide ISA 70 M VG (SEPPIC) é um adjuvante
desenvolvido particularmente para uso em bovinos e pequenos ruminantes. A
capacidade de induzir forte resposta imune humoral e resposta celular Thl
para antigenos associados foi a caracteristica de eleicdo para a inclusdo deste
adjuvante neste estudo [22, 24, 25]. O mecanismo de acao proposto para este

adjuvante baseia-se principalmente na formacéo de depdsito, propiciando lenta
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liberacdo do antigeno no sitio de injecdo, além da capacidade de
potencializacdo da resposta imune pelo desenvolvimento de processo
inflamatério [22, 24]. Comumente, antigenos administrados sem o uso de
adjuvantes resultam em respostas imune mais fracas ou mesmo em auséncia
de resposta [23, 24, 25], o que define por base a necessidade de incluséo de
adjuvantes em formulagbes vacinais, como visto na pratica médica e
veterinaria. Um método simples foi utilizado para preparacdo da emulséo,
garantindo a obtencdo de diametros adequados para as particulas do

adjuvante e mantendo a estabilidade da formulagao vacinal [26].

Com base nos resultados obtidos no grupo de camundongos inoculados
com a vacina de subunidade VirB12, foi possivel observar que a esta induziu
uma resposta imune a ponto de proteger camundongos contra B. Abortus, com
protecao significativa (P<0,05). Essa formulacdo pode ser promissora contra a

B. abortus em bovinos.
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