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1. INTRODUCAO

Apesar das diversas tentativas em se desenvolver uma formulagéo vacinal
que seja eficaz e segura contra a linfadenite caseosa (LC), ndo ha ainda no
mercado uma vacina para esta enfermidade com essas caracteristicas
(GUIMARAES et al., 2011). As vacinas disponiveis possuem um nivel muito
variavel de protecdo contra a infeccdo natural, além de efeitos adversos como
formacéo de abscesso no local da inoculacdo (DORELLA et al., 2009).

Nesse sentido, varios trabalhos tém sido conduzidos na tentativa de buscar
novos alvos vacinais no genoma de C. pseudotuberculosis que induzam maiores
niveis de protecdo. Um estudo de pan-exoproteoma in silico revelou varios alvos
vacinais com potencial para o desenvolvimento de vacinas contra a LC, e, dentre
estes, esta 0 gene cpl002_0369, que codifica para uma provavel fosfoesterase
secretada (SANTOS et al., 2012). A proteina recombinante rCP0369 ja foi expressa
e usada em vacinas de subunidade recombinante com os adjuvantes hidréxido de
aluminio e xantana por nosso grupo, onde foi confirmada a imunogenicidade da
proteina pela elevacdo dos niveis de IgG total nos camundongos imunizados,
porém foi incapaz de conferir protecdo no desafio contra a cepa MIC-6 de C.
pseudotuberculosis (REZENDE et al., 2013).

Apesar da escolha do antigeno ser uma etapa importante, também é
fundamental que o adjuvante seja apropriadamente selecionado, ja& que, muitas
vezes, um mesmo antigeno usado em formulacfes contendo adjuvantes diferentes
pode resultar em diferentes niveis de protecdo (REED et al., 2009). Bastos et al.,
(2013) sugeriram que a saponina poderia ser um adjuvante promissor a ser usado
em vacinas para a LC, uma vez que em diferentes formulagcdes veterinarias ela foi
capaz de estimular respostas Thl e producéo de linfécitos T citotdéxicos (SUN et al.,
2009). Em recente estudo, SILVA et al., (2014) obtiveram niveis de protecéo de até
90% contra a LC quando associaram a proteina recombinante CP40 a saponina.

Assim, neste trabalho, objetivou-se avaliar a formulacéo vacinal contendo a
proteina recombinante rCP0369 associada a saponina quanto a resposta imune
humoral induzida e ao nivel de protecéo contra a LC.

2. METODOLOGIA

A proteina proteina recombinante rCP0369 foi expressa na cepa DE3 BL21
Star de Escherichia coli, conforme protocolo de REZENDE et al., (2013). Para os
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experimentos de imunizacédo e desafio foi utilizado um total de 18 camundongos
Balb/c, fémeas, com 6 a 8 semanas de idade, divididos em 3 grupos de 6 animais.
A conducdo do experimento foi aprovada pela comissdo de ética em
experimentacéo animal da Universidade Federal de Pelotas (CEEA/UFPel n° 2422).
Os animais foram distribuidos nos seguintes grupos: G1, como controle negativo,
inoculado com 7,5 pg de saponina em uma dose final de 300 pL, via s.c.; G2, como
grupo experimental, inoculado com 7,5 ug de saponina associado a 50 pg de
rCP0369, em dose final de 300 pL, via s.c.; G3, como controle positivo, inoculado
com 100 pL de bacterina, via i.p., produzida a partir da inativagdo do cultivo
contendo 108 UFC da cepa virulenta MIC-6 de C. pseudotuberculosis. Os animais
foram imunizados com 2 doses da vacina com intervalo de 21 dias. O desafio foi
realizado 21 dias apés a Ultima imunizagdo com 1 mL contendo 10° UFC da cepa
MIC-6 de C. psudotuberculosis por via i.p. ApGs a realizacédo do desafio, os animais
foram acompanhados durante 40 dias.

As coletas de sangue foram realizadas nos dias 0, 21 e 42 do experimento.
Ensaios de ELISA indireto foram realizados para a verificar a inducao da resposta
imune humoral, por meio da mensuracdo dos niveis de IgG total e também dos
isétipos IgG1 e IgG2a. As placas foram sensibilizadas com 0,5 ug/cavidade da
proteina recombinante rCP0369, e o ensaio conduzido de acordo com a
metodologia descrita por SILVA et al. (2014).

As analises estatisticas dos ensaios de ELISA foram feitas usando o
software GraphPad Prism versdo 6.0 para Windows (GraphPad Software,USA).
Diferencas entre a producéo de IgG nos diferentes grupos foram calculadas pelo
one-way ANOVA, seguido pelo pos-teste de Tukey. Os dados foram considerados
estatisticamente significativos quando p < 0.05. Para determinar diferencas
significativas na mortalidade e taxa de sobrevivéncia entre 0s grupos
experimentais, foram usados o teste exato de Fisher e o teste log-rank,
respectivamente.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A vacina contendo rCP0369 associada a saponina nao foi capaz de induzir
niveis significativos de protecdo (p > 0.05), porém um indice de 16,6% de protecao
foi obtido (Figura 1). E importante observar que os animais do G3, controle positivo
apresentaram apenas 50% de sobrevivéncia, o que pode indicar uma dose desafio
muito alta. SILVA et. al., (2014) demonstraram niveis de protecdo de até 90%,
quando associaram a proteina rCP40 com a saponina, entretanto, esses autores
realizaram o desafio com uma dose de 10* UFC da cepa virulenta MIC-6 de C.
pseudotuberculosis. No presente estudo, a dose utilizada foi de 10° UFC da mesma
cepa.

Em relacdo aos niveis de IgG total, foram observados niveis significativamente
mais altos que os demais grupos no dia 42 (Figura 2.A). Ja os isotipos IgG1 e IgG2a
também apresentaram niveis mais elevados no dia 42 (Figura 2.B e 2.C), com
valores um pouco mais altos de IgG2a, o que pode indicar um perfil do tipo Th1,
responsavel por ativacdo de macréfagos e linfocitos T CD8*, e, assim, mais
relacionado a uma ativacdo da imunidade celular contra patdégenos intracelulares
(Alberts et al., 2007). De fato, esse perfil ja foi associado a protecdo e aumento da
resposta imune contra C. pseudotuberculosis em ovinos (EL-ENBAAWY et al.,
2005).
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Figura 1. Curva de sobrevivéncia demonstrando os niveis de protecao imunoldgica
da formulacéo contendo proteina recombinante rCP0369 de C. pseudotuberculosis
apo6s o desafio com a cepa virulenta MIC-6.
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Figura 2. Avaliacdo dos niveis de IgG total (A), IgG1 (B) e IgG2a (C) especificas
em camundongos imunizados com rCP0369 associada ao adjuvante saponina. Os
resultados estdo apresentados como média e desvio padrdo (barras) das
absorbancias (nm) encontradas no ensaio de ELISA indireto para cada grupo
experimental. O sangue foi coletado e avaliado nos dias 0, 21 e 42 do experimento.
*Resultado significativamente superior (p < 0,05) ao controle negativo (saponina).
**Resultado significativamente superior (p < 0,05) aos demais grupos.

4. CONCLUSOES

Apesar dos baixos indices de protecéo (16,6%), a associacdo da rCP0369
com saponina induziu niveis elevados de anticorpos, especialmente de IgG2a,



associado a um fenotipo de resposta protetiva Thl. Repeticdes deste experimento
com doses desafio mais adequadas devem ser realizadas.
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