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1. INTRODUÇÃO 
 

Corynebacterium pseudotuberculosis, uma bactéria intracelular facultativa, é 
o agente causador da Linfadenite caseosa (LC), uma doença crônica que causa 
perdas econômicas significativas na ovinocaprinocultura (DORELLA et al. 2006). 
Devido à capacidade do patógeno de sobreviver dentro das células do sistema 
imune, ocorre a formação de granulomas que encapsulam as células infectadas, 
dificultando a ação de antibióticos (BASTOS et al. 2012). Dessa forma, o 
tratamento mais efetivo para o controle da doença é a vacinação, entretanto, as 
vacinas comercialmente disponíveis são insuficientes em oferecer uma proteção 
total e apresentam efeitos colaterais indesejados (PINHO et al. 2021).   

No desenvolvimento de vacinas, a escolha do adjuvante adequado é 
fundamental para potencializar a ação do antígeno e melhorar a resposta imune. 
No entanto, os adjuvantes disponíveis atualmente têm capacidade imunogênica 
limitada, o que reforça a necessidade de novas alternativas para o 
desenvolvimento de vacinas mais eficientes (ZHAO et al. 2023). Diante disso, 
extratos naturais de algas marinhas se destacam como adjuvantes promissores 
em formulações vacinais, por conseguirem estimular uma resposta imune humoral 
(CUI et al. 2024, JABEEN et al. 2021).  

Além da seleção do adjuvante, a escolha do tipo de antígeno associado a 
ele é um fator importante. Corroborando isso, o estudo de Brilhante Bezerra et al. 
(2020) demonstrou que a rCP08150, quando combinado com o adjuvante de 
própolis vermelha, induziu 70% de proteção em animais desafiados. 

Assim, esse estudo buscou avaliar se os extratos lipídicos de Iridea Codata e 
Sacorpletis skotibergii  utilizados como adjuvantes, em  associação com a 
proteína recombinante CP01850 em uma vacina contra LC, na indução de  uma 
resposta imune humoral em camundongos vacinados. 
  
 

2. METODOLOGIA 
 

Os extratos lipídicos utilizados das macroalgas Iridea codata e Sacorpletis 
skotibergii obtidas foram gentilmente cedidos pelo Laboratório de Lipidômica e 
Bio-Orgânica da Universidade Federal de Pelotas (UFPel). Para se obter a 
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proteína recombinante CP01850, foi seguido a metodologia fornecida por 
(Rezende et al.  2020), adaptada por (BARBOSA et al. 2023). Sua expressão 
recombinante foi feita usando Escherichia coli BL21 STAR, através do plasmídeo 
recombinante pAE/cp01850, com indução por 1mM de isopropil -β- D- 
tioglactopiranosídeo (IPTG). Logo depois da sua indução, sua cultura ficou em 
agitação por 3 horas a 37°C. Após sua expressão, a confirmação da sua 
identidade foi através do Western blot (WB), onde houve a utilização de um 
anticorpo monoclonal anti-6xHis conjugado a peroxidase (HRP).  

A purificação da proteína aconteceu por cromatografia de afinidade de níquel 
com a coluna Sepharose (HisTrap, GE Healthcare). Posteriormente, foi realizada 
uma eletroforese em gel de SDS-PAGE a 12% para avaliação da sua pureza e 
sua concentração por meio do kit BCA (Pierce).  

Para o ensaio de resposta imune humoral, utilizou-se 50 camundongos 
fêmeas BALB/C, com idade entre 6 e 8 semanas, fornecidos pelo Laboratório 
Central da UFPel, para o ensaio de imunização. Os camundongos foram divididos 
em 5 grupos com 10 animais em cada. Sua organização ocorreu  da seguinte 
maneira: o Grupo 1 (G1) - solução salina a 0,9; Grupo 2 (G2) - rCP01850; Grupo 
3 (G3) - rCP01850 + Saponina (adjuvante comercial); Grupo 4 (G4) - rCP01850 
combinado com Iridea codata e Grupo 5 (G5) - rCP01850 combinado com 
Sacorpletis skotibergii. Cada grupo recebeu duas doses da vacina por via 
subcutânea com intervalo de 21 dias. Todas as doses foram administradas em um 
volume final de 200 μL usando solução salina estéril  (0,9 Nacl) como veículo. O 
sangue foi coletado pela veia submandibular, centrifugado a 1500 g por 15 
minutos. O soro obtido foi então separado e armazenado a -20°C para análise dos 
anticorpos.  

A realização de ELISA indireto com amostras de soro de camundongos 
imunizados possibilitou a caracterização da resposta imune humoral, com a 
medição de anticorpos IgG totais e os isótipos IgG1 e IgG2a contra a proteína 
alvo. Placas de poliestireno de 96 poços foram revestidas com 100 µL  tampão 
bicarbonato-carbonato a pH 9,8 contendo a proteína rCP01850 (100 ng/poço). 
Elas foram incubadas por 18 h a 4°C e lavadas com PBS-T (1X PBS, pH 7,4, 
0,1% Tween 20) três vezes. Em seguida, as placas foram bloqueadas com 5% de 
leite desnatado contendo PBS (200 µL/poço) por 2 h a 37°C. Após isso, foram 
lavadas com PBS-T mais três vezes. Todas as amostras de soro de camundongo 
foram diluídas em PBS 1:50 e 100  µL de cada amostra diluída foi adicionada nas 
placas em duplicata e incubadas por 1 h a 37°C. Depois de outra rodada de 
lavagem, foi adicionado nas placas 100 µL/poço de igG anti-camundongo 
conjugado com peroxidase (Sigma-Aldrich) para detecção de IgG total. Para a 
detecção de IgG1 e IgG2a, foram adicionados 100 μL/poço do anticorpo anti-IgG1 
(diluído a 1:5000 em PBS-T) ou do anticorpo anti-IgG2a (diluído a 1:2000 em 
PBS-T). Após a incubação por 1 hora a 37 °C, as placas foram lavadas três vezes 
com PBS-T. Em seguida, adicionou-se 100 µL/poço de IgG anti-cabra conjugado 
com peroxidase (Sigma-Aldrich), diluída a 1:5.000 em PBS-T. Posteriormente, 
foram incubadas por 1h a 37°C e lavadas cinco vezes com PBS-T. Por último, foi 
adicionado 100 µL/poço da solução de substrato-cromógeno contendo OPD nas 
placas, que foram incubadas em temperatura ambiente por 15 min. A reação foi 
interrompida com a adição de 50 μL de H₂SO₄ por poço. A leitura foi então 
realizada em um leitor de placas ajustado para 492 nm. 

O GraphPad Prism 5.0 foi utilizado para a análise dos dados, as diferenças 
nos níveis de IgG anti-rCP01850 foram analisadas pelo teste ANOVA 
unidirecional, e para comparações múltiplas utilizou-se o teste de Tukey. 

 



 

 
3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 
Após a obtenção da proteína recombinante CP01850, sua identidade foi 

confirmada por Western blotting utilizando anticorpos monoclonais anti-6xHis e 
sua visualização esperada em uma banda com o tamanho de aproximadamente 
33,5 kDa conforme observado na figura 1. 

 
Fig. 1. Confirmação da expressão da proteína rCP01850 em E.coli por Western blotting 
com anticorpo monoclonal anti-6xHis (Mab). Poço: (1) marcador pré-corado e (2) 
rCP01850. A proteína rCP01850 é representada pela banda reativa com 33,5 kDa. 
 
         Os resultados apresentados nas figuras 2A, 2B e 2C demonstraram um 
aumento significativo nos níveis de IgG total, IgG1 e IgG2 anti-rCP01850 após o 
dia 42 nos grupos G4 e G5, em comparação com os demais grupos. No entanto, 
no G2, não foram observadas diferenças significativas em relação ao controle. 
Por outro lado, o G3 exibiu um aumento na produção de anticorpos, porém em 
níveis inferiores aos registrados em G4 e G5. 

 
Fig. 2. Níveis de produção de anticorpos IgG total, IgG1 e IgG2a em camundongos 
BALB/c imunizados com a proteína recombinante rCP01850 de C. pseudotuberculosis 
associada aos extratos lipídicos de I. cordata e S. skottibergii. A: níveis de IgG total 
específica para anti-rCP01850; B: níveis de IgG1 específica para anti-rCP01850; e C: 
níveis de IgG2a específica para anti-rCP01850. 
    
        Este estudo avaliou o potencial imunomodulador de extratos lipídicos de 
algas marinhas como adjuvantes em uma vacina recombinante contra a LC. A 
escolha desse adjuvante alternativo baseia-se no potencial imunoestimulador de 
algas, conforme demonstrado por AROKIARAJAN et al. (2022), que destacou 
como uma alternativa promissora para o controle de doenças com tratamentos 
ineficazes. Os extratos lipídicos de algas (grupos G4 e G5) induziram uma 
resposta humoral robusta, com níveis elevados de IgG total e IgG1 superiores aos 
dos demais grupos. Tais resultados corroboram os achados de Bezerra e 
colaboradores (2020), que mostraram que uma vacina formulada com própolis   
vermelha como adjuvante foi capaz de conferir 70% de proteção. O G4, em 
particular, demonstrou um aumento expressivo de IgG2a após a segunda dose, 
reforçando a noção de que diferentes adjuvantes modulam distintamente a 

 



 

resposta imune a um mesmo antígeno, conforme discutido por PINHO et al. 
(2021). Em contrapartida, o grupo com o adjuvante comercial (G3), apesar de 
uma produção notável de IgG total, teve uma resposta inferior aos grupos G4 e 
G5. Este resultado é consistente com o estudo de Rezende et al. (2020), que 
demonstrou a eficácia limitada de outro adjuvante comercial muito utilizado, o 
hidróxido de alumínio, em conferir proteção contra o desafio com a cepa virulenta 
MIC-6 de C. pseudotuberculosis quando associado ao rCP01850. 
 

4. CONCLUSÕES 
 

Diante de uma eficácia reduzida das formulações vacinais tradicionais, os 
extratos lipídicos das macroalgas Iridea cordata e Sacorpletis skottsbergii surgem 
como uma solução promissora.  Os resultados deste estudo demonstram que a 
associação desses extratos naturais com a proteína recombinante rCP01850 de 
C. pseudotuberculosis não apenas conferiu propriedades imunoestimuladoras 
relevantes, mas superou significativamente a resposta imune humoral obtida com 
a formulação convencional utilizando o adjuvante comercial, induzindo uma 
proteção mais robusta em modelo murino contra a linfadenite caseosa. Portanto, 
a incorporação desses extratos em formulações vacinais abrem novas 
perspectivas para o desenvolvimento de estratégias vacinais mais eficazes no 
controle da linfadenite caseosa. 
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