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1. INTRODUGAO

A Linfadenite Caseosa (LC) é uma doenga cronica, infectocontagiosa,
conhecida também como “Mal do Carogco” ou “Falsa Tuberculose”.
Corynebacterium pseudotuberculosis € o agente etioldégico desta doenga que se
manifesta de diferentes formas. Em ovinos e caprinos € conhecida como
linfadenite caseosa, nos equinos como linfangite ulcerativa e/ou abscesso peitoral
do cavalo e abscessos cutdneos em bovinos (Baird & Fontaine, 2007; Peel et al.,
1997; Mills et al., 1997).

A LC tem sido responsavel por perdas econdmicas significativas na
ovinocaprinocultura em diversos paises do mundo (Sting et al., 1998; Pepin et al.,
1999; Paule et al., 2003) incluindo o Brasil, principalmente nas regides norte, sul e
sudeste (Correa e Correa, 1992). Essas perdas estdo relacionadas a redugao no
ganho de peso e na producao leiteira, bem como, inviabilizagao a comercializagao
da pele e da carne (Brown et al., 1987).

O sequenciamento do genoma de Corynebacterium pseudotuberculosis,
possibilitou a identificacdo de novos alvos para uso em vacinas recombinantes e
de DNA (Silva, et al., 2011). Varios estudos demonstraram imunoprotecédo contra
diversas doencgas infecciosas utilizando vacinas recombinantes (Silva et al., 2007,
Simionatto et al., 2010).

O sequenciamento do genoma de C. pseudotuberculosis, agente
causador da linfadenite caseosa, permitiu identificar alvos importantes como, por
exemplo, os genes Cp1002_1802, e Cp1002_1957. Esses genes codificam para
proteinas potencialmente antigénicas e tem sua estrutura conservada em varias
linhagens de C. pseudotuberculosis (D'Afonseca, et al., 2008). Analises
complementares in silico no PDB (Protein Data Bank) mostraram que o gene
CP1002_1957, codifica para uma provavel Trehalose corynomycolyl transferase B
e o gene CP1002_1802 para uma provavel lipase. Essas sequencias tem
potencial de serem antigénicas e podem ser testadas como vacinas
recombinantes de subunidade, que requererem a administragao de um adjuvante.
Adjuvantes s&o substancias quimicas que incrementam a resposta imune
associado aos antigenos e acarretam a redugao da necessidade de antigenos e
do numero de imunizagdes (Vogel, 1998). Potentes adjuvantes estao
correlacionados com elevados niveis de toxicidade. Minimizar essa toxicidade é o
desafio para pesquisa de novos adjuvantes. Um bom adjuvante deve ter como
caracteristicas principais a estabilidade da molécula, baixo custo, ser
biodegradavel, assimilavel, inerte e principalmente conferir um “booster”
imunoldgico.

Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar a eficacia de vacinas de
subunidade recombinantes associados aos adjuvantes, hidroxido de aluminio e



adjuvante de Freund mediante desafio com a cepa virulenta de C.
pseudotuberculosis.

2. METODOLOGIA

2.1. Expressao e purificagao das proteinas recombinantes CP1802 e CP1957

Os plasmideos pAE/1957 e pAE/1802, previamente construidos foram
utilizados para a expressao das proteinas recombinantes. Para isso, estes foram
utilizados para transformacéo da cepa de expressao E.coli BL21 Star por choque
térmico. Apds inducdo da expressao de deu pela adicdo de 1TmM de IPTG ao
meio de cultivo LB acrescido do antibiético ampicilina a 100 ug/mL. A purificagcdo
foi realizada por cromatografia de afinidade ao niquel, e a pureza das proteinas foi
verificada em gel de poliacrilamida SDS-PAGE 12%.

2. Imunizag¢ao de camundongos e desafio

As proteinas recombinantes purificadas (CP1802 e Cp1957) foram utilizadas
na inoculagdo de camundongos BALB/c fémeas com 6 a 8 semanas de idade,
utilizando-se adjuvante de Freund incompleto na proporc¢ao v/v e para a utilizagao
de hidréxido de aluminio 15% v/v. Foram utilizados 7 grupos de 5 animas que
foram inoculados com 50pg/dose/animal das proteinas associadas aos adjuvantes
em 3 doses com intervalo de 15 dias cada por via intramuscular (I.M.) conforme
segue:, grupo A- rCp1002_1957 e 15 % do volume de hidroxido de aluminio,
grupo B, rCp1002_1957 e adjuvante incompleto de Freund, grupo C,
rCp1002_1802 e hidréxido de aluminio, grupo D, rCp1002_1802 e adjuvante
incompleto de Freund, grupo E, solugdo salina e hidréxido de aluminio (controle
negativo); grupo F, adjuvante incompleto de Freund (controle negativo) grupo G,
bacterina composta por cultivo inativado por calor de C. pseudotuberculosis cepa
1002 (controle positivo). O experimento de desafio foi realizado 21 dias apods a
ultima dose utilizando-se 10*UFC da cepa virulenta de C. pseudotuberculosis
Mic6. A sobrevivéncia dos animais foi avaliada por 30 dias apds desafio.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

As proteinas foram expressas como insoluveis por E. coli BL21 Star. Na
figura 1 pode-se observar as proteinas com os tamanhos de aproximadamente 34
kDa com cauda de histidina para CP1957 e 38 kDa com cauda de histidina para a
CP1802.

Figura 1: SDS-PAGE 12% mostrando a
expressao em 1) da proteina recombinante
Cp1802 em E. coli BL21 Star e em 2) da
proteina recombinante Cp1957 clone 1 em E.
coli BL21 Star. S — Fracdo Soluvel. IN-
Fragao Insoluvel.




Ap6s o desafio dos animais vacinados com a cepa virulenta pode-se
observar que formulacdo vacinal que utiliza a proteina rCP1957 associada ao
hidréxido de aluminio (grupo A) promoveu uma protecdo de 20%, enquanto o
controle positivo composto pela bacterina proporcionou 100% de protecdo. Os
grupos controles negativos (grupo E e F), bem como os demais grupos vacinais
(Grupo B, C, D) ndo conferiram protegdo. Todos os animais dos grupos controles
negativos vieram a ébito do dia 5 ao dia 15 pds-desafio. Uma vacina utilizando a
proteina recombinante HSP60, ndo conferiu protecdo apos desafio (Pinho et.al.,
2009), a vacina desenvolvida em nosso estudo apresentou algum nivel de
protecdo embora n&o significativo.

A taxa de sobrevivéncia conferida pela proteina rCP1957 associada ao
hidroxido de aluminio ainda € pouco satisfatéria, indicando a necessidade de
associagao destas proteinas, ou outras abordagens vacinais. No entanto, novos
testes serdao realizados com estas proteinas coadministradas e associadas a
cepas mutantes de C. pseudotuberculosis na busca de uma protecdo mais
efetiva.
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Figura 2: Curva de sobrevivéncia dos animais imunizados com as diferentes
formulagdes vacinais apds desafio com 10* UFC da cepa Mic6 de C.
pseudotuberculosis.

4. CONCLUSOES

Pode-se concluir que apds o desafio dos animais vacinados a formulagao
vacinal que utiliza a proteina rCP1957 associada ao hidroxido de aluminio (grupo
A) promoveu uma protecéo parcial de 20%. No entanto esse ainda € um indice
baixo de sobrevivéncia, novas estratégias vacinais empregando a proteina
rCP1957 serdo avaliadas.
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