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1. INTRODUCAO

A Linfadenite caseosa (LC), é uma doenca infecciosa cronica causada por
uma bactéria gram positiva Corynebacterium pseudotuberculosis, € caracterizada
por formar abscessos cronicos, aumento dos linfonodos superficiais e viscerais e
também dos 6rgéos internos como os pulmdes. A incapacidade de diagnosticar a
infeccdo assintoméatica resulta em uma alta transmisséo da doencga entre os animais
(HOELZLE et al. 2013). A disseminacdo da doenca se da também a ineficacia dos
antibidticos por ndo conseguirem acessar a espessa capsula de tecido conectivo
gue reveste 0s abscessos tipicos e 0 denso contelldo caseoso presente no interior
dos piogranulomas (BAIRD; FONTAINE 2007).

A LC acomete principalmente pequenos ruminantes como cabras e ovelhas,
causando grandes perdas econdmicas, como menor producdo de 1a, animais
apresentando baixo peso, condenacao da carcaca, desvalorizacdo da pele devido a
cicatrizes advindas dos abscessos e ocasionalmente morte dos animais acometidos
(DORELLA et al. 2009; HOELZLE et al. 2013). Em alguns estados brasileiros a
incidéncia da doenca pode chegar a 70% em rebanhos de ovinos e 80% em
caprinos (GUIMARAES et al., 2011).

Muitos alvos foram identificados com sequenciamento e analise protedmica,
dentre eles pode-se citar 0os genes cpl002_0369 e cpl002_1802. O gene
cpl002_0369 codifica uma proteina secretada sendo esta provavelmente uma
fosfoesterase (SANTOS et al. 2012), ja o gene cpl002_1802 codifica para uma
possivel lipase. Essas sdo potencialmente antigénicas, e podem ser utilizadas no
desenvolvimento de vacinas recombinantes.

O objetivo desse trabalho foi desenvolver vacinas de DNA utilizando os genes
cpl002_0369 e cpl002_1802 com a finalidade de avaliar o potencial imunoprotetor
destas em modelo murino.

2. METODOLOGIA

2.1 Construcao das vacinas de DNA

Os genes cpl002_0369 e cpl1002_1802 foram amplificados por PCR e foram
clonados no vetor pTARGET através do kit de clonagem pTARGET™ Mammalian
Expression Vector System (Promega, USA) segundo instru¢des do fabricante. Os
produtos das ligacbes foram usados para transformar E. coli TOP10 por
eletroporacdo. As colbnias brancas foram selecionadas e cultivadas em meio LB
liquido contendo ampicilina (100ug/mL) por 16 h a 37° C. Apoés foi realizada a



extracdo de DNA plasmidial e, a caracterizagdo dos clones foi realizada
enzimaticamente através da digestdo com a enzima de restricdo EcoRI. Os clones
(P TARGET/0369) e (pPTARGET/1802) foram cultivados em um volume de 200 mL de
LB, e submetidos a extracdo de DNA usando o kit Perfectprep Plasmid Maxi
(Eppendorf, Alemanha).

2.2 Transfeccéao

Células CHO (chinese hamster ovary) foram cultivadas em placas de
poliestireno de 96 cavidades. Apds confluéncia de 80%, estas células foram
transfectadas com 1pg de DNA dos vetores pTARGET, pTARGET/0369 e
PTARGET/1802 utilizando lipofectamine™2000 (Invitrogen) a fim de verificar a
expressdo da proteina in vitro. ApGs 48 h de incubacédo, a expressao das proteinas
CP0369 e CP1802 foi avaliada por reagcdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI)
utilizando os anticorpos policlonais produzidos em camundongos e com anticorpo
policlonal conjugado com Fitc (Millipore).

2.4 Imunizagéo e Desafio

Nos ensaios de imunizagao foram utilizados camundongos BALB/c fémeas de
seis a oito semanas de idade Foram realizadas trés imuniza¢des com intervalo de 15
dias cada por via intramuscular (IM), os animais foram divididos em 6 grupos com 5
animais cada. O grupo controle positivo (bacterina), obtida a partir da inativacdo de
cultivo de C. pseudotuberculosis cepa Mic6 e o grupo controle negativo (- TARGET)
e 0s grupos vacinais pTARGET/0369, pTARGET/1802, prime-boost CP0369 e
prime-boost CP1802. Sendo o prime-boost composto por duas doses das
respectivas vacinas de DNA e um reforco com a proteina recombinante associada a
hidroxido de aluminio. As coletas de sangue foram realizadas nos dias 0, 15, 30 e 45
a partir da primeira imunizacéo e estocadas a —20°C. O desafio foi realizado 21 dias
ap6s a Ultima dose das vacinas. Para isso, 10* UFC da cepa Mic-6 de C.
pseudotuberculosis foram inoculadas intraperitonealmente nos animais, 0s quais
foram observados até 30 dias ap6s o desafio.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
A proteina CP0369 e CP1802 foram expressas em ceélulas CHO (chinese
hamster ovary), a expressao foi detectada através do método de reacdo de
imunofluorescéncia indireta (RIFI). (Figura 1)
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Figura 1: Avaliagdo da transfeccdo de células CHO (chinese hamster ovary) com o
DNA do vetor pTARGET/0369 e pTARGET por Imunoflurorescéncia Indireta (RIFI).



A: controle negativo (pTARGET). B: transfeccdo de células CHO com
pPpTARGET/0369 e C: transfeccao de células CHO com pTARGET/1802.

Trinta dias ap6s o desafio foi observado que nenhuma das formulacfes
vacinais testadas conferiu protecédo significativa. Os animais vacinados com a
bacterina (controle positivo) tiveram uma taxa de sobrevivéncia de 100%. Os grupos
vacinais foram a 6bito antes do 20° dia pds-desafio. A taxa de sobrevida aumentou
no grupo vacinado com pTARGET/1802. Em um estudo realizado por COSTA et al.
(2011) foi avaliada a taxa de sobrevivéncia dos animais imunizados com a vacina de
DNA Hsp60 e mesmo induzindo producéo de anticorpos, estes néao foram protetores.
Mesmo com a expressao in vitro das proteinas CP0369 e CP1802 apo6s a
transfeccdo com as vacinas de DNA, estas n&o foram eficientes em conferir protecéo
in vivo, possivelmente o nivel de express@o nado foi suficiente, ou ainda os alvos
escolhidos devem ser usados em outras estratégias vacinais como em vacinas
vetorizadas.
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Figura 2: Curva de sobrevivéncia dos animais imunizados com as diferentes
formulacBes vacinais apés desafio com 10* UFC de C. pseudotuberculosis Mic6

4. CONCLUSOES

As proteinas CP0369 e CP1802 foram expressas em células CHO, ja as
formulacdes vacinais ndo conferiram protecdo apO0s o desafio, a resposta imune
humoral sera avaliada com a finalidade de analisarmos os niveis de igG total e seus
isotipos.
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