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RESUMO

KALIL, M.A. Proteinas recombinantes PLD e CP40 associadas ou fusionadas como
imundgenos na imunoprofilaxia da linfadenite caseosa em ovinos. Salvador, 2022, 77 pp.,
Tese (Doutor em Ciéncia Animal nos Tropicos), Escola de Medicina Veterinaria e Zootecnia -
Universidade Federal da Bahia.

A linfadenite caseosa ¢ uma doenga infectocontagiosa causada pela bactéria Corynebacterium
pseudotuberculosis, sendo associada a significativos impactos econOmicos na criagdo de
caprinos e ovinos. O tratamento da doenca ndo € eficiente e ndo previne recidivas, € ndo ha
ainda uma profilaxia vacinal verdadeiramente eficiente para ambos caprinos ¢ ovinos. Desta
forma, o presente trabalho aborda duas propostas de formulagdes vacinais contendo as proteinas
recombinantes PLD e CP40. As duas proteinas foram avaliadas associadas ou em forma
fusionada (adicionada de maltose binding protein - MBP) com o uso de ferramentas de
bioinformatica, sendo posteriormente expressas. Vinte e sete ovinos foram divididos em 3
grupos, um grupo controle (G1), outro com as proteinas fusionadas e adicionado o MBP (G2)
e outro com as proteinas rPLD e rCP40 separadas. A segunda dose foi administrada 21 dias
depois e o desafio com uma cepa virulenta de C. pseudotuberculosis foi realizado 15 dias apos
este. Ao longo de 12 semanas, os animais foram avaliados clinicamente, sendo retirados os
granulomas superficiais surgidos para analise microbiologica. Também foram realizados o
acompanhamento da producao de anticorpos e analise de produgao especifica de IFN-y e IL-4.
Ao final do periodo experimental, os animais foram eutanasiados e necropsiados para avaliagao
de lesdes internas. O grupo imunizado com as proteinas fusionadas, quando comparado ao
grupo controle, teve uma redugdo no niimero de lesdes de 71,42%, e o de proteinas associadas
90,4%, sendo que esse Ultimo grupo apresentou maiores produgdes de anticorpos e de citocinas.
Dos animais imunizados com a associagdo de proteinas recombinantes, 77,77% nao
desenvolveram lesdes, sendo esse valor de 33,33% para o grupo proteina de fusdo; todos os
ovinos do grupo controle desenvolveram lesdes. Conclui-se que as respostas obtidas pela
proposta vacinal com proteinas associadas a torna viavel na imunoprofilaxia da linfadenite
caseosa em pequenos ruminantes por induzir imunoprotecdo e producdo de citocinas e

anticorpos especificos.

Palavras-chave: Corynebacterium pseudotuberculosis, Vacina, Proteina de Fusdo, Pequeno

Ruminante.
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ABSTRACT

KALIL, M.A. Recombinant PLD and CP40 proteins associated or fused as immunogens
in the immunoprophylaxis of caseous lymphadenitis in sheep. Salvador, 2022, 77 pp., Tese (in

Animal Science), Escola de Medicina Veterinaria e Zootecnia - Universidade Federal da Bahia.

Caseous lymphadenitis is an infectious disease caused by the bacterium Corynebacterium
pseudotuberculosis, being associated with significant economic impacts on goat and sheep
farming. The treatment of the disease is not efficient and does not prevent relapses, and there is
still no truly efficient immunoprophylaxis for both goats and sheep. Thus, the present work
addresses two proposals for vaccine formulations containing the recombinant proteins PLD and
CP40. The two proteins were evaluated as an association or in a fused form (added with maltose
binding protein - MBP) using bioinformatics tools, and subsequently expressed. Twenty-seven
sheep were divided into 3 groups, which were inoculated twice with separate rPLD and rCP40
proteins (G3), the same proteins fused and added with MBP (G2), and a control group (G1). A
challenge with a virulent strain of C. pseudotuberculosis was performed 15 days after the
second dose. Over 12 weeks, the animals were clinically evaluated, and the surface granulomas
that appeared were removed for microbiological analysis. Monitoring of antibody production
and analysis of specific production of IFN-y and IL-4 were also performed. At the end of the
experimental period, the animals were euthanized and necropsied to evaluate internal lesions.
The group immunized with the fused proteins, when compared to the control group, had a
reduction in the number of lesions of 71.42%, and the one immunized with the associated
proteins 90.4%, with the latter group showing a higher production of antibodies and cytokines.
77.7% of the animals immunized with the association of recombinant proteins developed
lesions, while this value was 33.3% for the fusion protein group; all sheep in the control group
developed lesions. It can be concluded that the responses obtained by the vaccine proposal with
associated proteins is viable in the immunoprophylaxis of caseous lymphadenitis in small

ruminants, since it was able to induce immunoprotection and production of specific cytokines.

Key words: Corynebacterium pseudotuberculosis, Vaccine, Fusion Protein, Small Ruminants.
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1. Introdugéo

O Brasil possui um rebanho ovino de 20,5 milhdes de animais, e a maior parte deles se
encontram nos estados do Nordeste, sendo que a Bahia se destaca, com um rebanho de 3,5
milhdes de animais (IBGE, 2020). Esta realidade se justifica pela ovinocultura ser uma
atividade de grande importancia no semiérido brasileiro, tanto do ponto de vista social quanto
econdmico, além desta regido apresentar uma vocagdo natural para este modelo de producéo
animal (VOLTOLINI et al, 2011).

As enfermidades infecciosas sdo uma fonte de grandes perdas econdmicas na
ovinocultura, e dentre elas uma que apresenta grande importancia € a linfadenite caseosa.
Chiebao (2017) a descreve como sendo uma inflamacéo dos linfonodos, os quais se apresentam
aumentados de volume, contendo abscessos com conteudo de pus amarelo-esverdeado e de
consisténcia viscosa. Seu agente etiolégico € o Corynebacterium pseudotuberculosis, o qual,
aléem de ovinos, pode infectar outras espécies, inclusive o homem em raros casos. Sua
apresentacdo se faz de forma superficial ou visceral, e como o agente é eliminado com o
exsudato purulento das lesdes, pode infectar outros animais através de ferimentos na pele, pela
ingestdo de agua e alimentos contaminados, ou por via aerogena (CEBRA e CEBRA, 2000;
VESCHI, et al, 2015). Os prejuizos causados ao produtor séo representados pela desvalorizagédo
da pele, da carcaca, e dos animais para revenda.

Dorella et al (2006) descrevem o C. pseudotuberculosis como sendo uma espécie inserida
no grupo supragenérico dos Actinomicetos, que também inclui os géneros Mycobacterium,
Nocardia e Rhodococcus. Este grupo de microrganismos, também chamado CMNR, é
caracterizado por uma parede celular composta principalmente de peptidoglicanos,
arabinogalactanos e acidos micdlicos, bem como elevado teor de guanina-citosina do genoma.
O C. pseudotuberculosis produz a toxina fosfolipase D (PLD), uma esfingomielinase que o
protege da fagocitose e também favorece sua disseminacdo no hospedeiro (BAIRD e
FONTAINE, 2007). Além disto, esta toxina proporciona também o aumento da permeabilidade
vascular local (BATLEY, 1986).

A inocuidade da antibioticoterapia sistémica ocorre pela inacessibilidade dos farmacos
ao agente etioldgico, como consequéncia da presenca da capsula nodular; porém, quando
testada in vitro, a bactéria se mostra sensivel a diversos antibidticos (SA et al, 2013). Por este
motivo a terapéutica preconizada é a remocao cirurgica do contetdo caseoso do granuloma

superficial, com posterior cauterizagdo quimica com tintura de iodo a 10% (VESCHI, 2011).
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Mas considerando a citotoxicidade do iodo relatada por Ballin e Pratt (2002), foram realizados
outros estudos utilizando agentes antimicrobianos diferentes, os quais obtiveram resultados
promissores, como o trabalho de Kalil et al (2019) utilizando uma pomada a base de propolis
verde, e o trabalho de Santos et al (2019) utilizando uma pomada contendo nanoparticulas de
prata.

A profilaxia vacinal tem sido testada desde 1971, quando uma vacina inativada foi testada
em camundongos, tendo Cameron e Engelbrecht (1971) obtido protecdo parcial, N&o
diferentemente, outros trabalhos testaram a imunizagdo com microrganismos vivos atenuados
(RIBEIRO et al, 1991; MEYER et al, 2002 e MOURA-COSTA et al, 2008), mas atualmente a
biotecnologia baseada na modelagem genética de subunidades bacterianas tem sido mais
comumente explorada, apresentando resultados promissores (RIBEIRO et al, 2014, DROPPA.-
ALMEIDA et al, 2016).

A fosfolipase D recombinante tem sido usada com frequéncia em trabalhos vacinais,
obtendo bons resultados (SELIM et al, 2010 e MOUSSA et al, 2016). Nao diferentemente, Silva
et al (2014) também obtiveram resultados promissores utilizando a proteina recombinante
denominada rCP40. Barral et al, 2022a) inovou, testando a proteina de fusdo PLD:CP40
associada a MBP (Maltose Binding Protein) como imunoprofilatico em camundongos, também
com resultados promissores. Objetivando verificar o potencial imunoprofilatico desta proteina
de fusdo em pequenos ruminantes, o presente trabalho propds imunizar ovinos com esta
proteina de fusdo, e em forma comparativa também com as proteinas CP40 e PLD associadas,
observando sua capacidade de induzir a producdo de anticorpos e de citocinas, e a consequente

diminuicao de lesdes e de animais enfermos.
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2. Objetivos

2.1 Objetivo Geral

¢ Avaliar o efeito imunoprofilatico contra a linfadenite caseosa de formulagGes vacinais

utilizando as proteinas rPLD e rCP40 associadas ou fusionadas, em ovinos.

2.2 Objetivos especificos

e Construir o gene sintético da proteina de fusdo MBP:PLD:CP40;

e Montar modelo estrutural 3D e avaliar a imunogenicidade e as propriedades fisico-

quimicas in silico da proteina de fusdo utilizando softwares online;
e Sintetizar e clonar o gene da proteina da proteina de fusdo MBP:PLD:CP40;
e Expressar e purificar a proteina de fusdo em sistema heterélogo;
e Verificar a producéo especifica de anticorpos induzida pela vacinagéo;

e Verificar, através de producdo especifica de IFN-y e IL4, a ativacdo da imunidade

celular;
e Verificar, sorologicamente, reacdes cruzadas entre 0s antigenos testados;

e Analisar a reducdo de sinais clinicos da linfadenite caseosa em ovinos e a diminuicéo

de animais doentes induzida pela vacinacdo com as formulacdes.

¢ Analisar, atraves de necropsia, possiveis efeitos da vacinacdo nos animais

3. Hipdtese

A associacdo ou a fusdo das proteinas PLD e CP40 de C. pseudotuberculosis confere
protecdo contra um desafio com uma cepa patogénica da bactéria, e induz a ativacdo das

imunidades humoral e celular.
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4. Revisdo bibliogréafica

4.1 Relevancia econémica da linfadenite caseosa na producéo de pequenos ruminantes

A ovinocultura produz 16 milhdes de toneladas de carne mundialmente, com perspectiva
de crescimento em torno de 8% até o ano de 2027, quando se estima atingir 0 consumo per
capita de 35,4 Kg de carne ovina por ano (OECD/FAO, 2018). Contudo, de acordo com Lucena
et al (2018), o consumo per capita brasileiro atualmente ndo atinge 500g/ano, isso porque o
sistema de producéo vigente, em sua grande maioria, ainda necessita de maior tecnificacéo,
assim como a comercializacdo apresenta-se muito informal.

Estudos realizados em estados nordestinos brasileiros, como os de Alencar et al (2010)
em Pernambuco, Pinheiro Junior et al (2010) em Alagoas, Teixeira et al (2015) no Maranhéo,
Lins et al (2018) na Paraiba, e também no norte de Minas Gerais como o de Almeida et al
(2010), confirmam que a baixa tecnificagdo decorrente de condigdes econdmicas adversas
amplia os problemas sanitarios, gerando assim uma baixa produtividade. Esta confirmacao se
faz inclusive em rebanhos europeus, os quais diminuiram cerca de 16% devido a reducdo de
incentivos financeiros (ROSSI, 2017). Apesar das dificuldades apresentadas, a regido nordeste
€ a que possui 0 maior rebanho de caprinos e ovinos, com 92,8% e 65,6% do rebanho nacional,
respectivamente, tendo havido um crescimento de 15,9% no de ovinos nos ultimos 10 anos
(MAGALHAES et al, 2018).

Dentre os problemas sanitarios que afetam producdo de pequenos ruminantes, estd a
linfadenite caseosa, a qual, nos trabalhos nordestinos e no mineiro supracitados, se apresenta
com uma incidéncia média de 82,53% das propriedades avaliadas. Considerando que nestes
trabalhos a anélise foi unicamente clinica, o valor se mostra proximo do demonstrado em uma
avaliacdo soroldgica feita em caprinos de nove estados nordestinos por Farias et al (2018), no
qual a prevaléncia foi de 88,5%, assim como no trabalho de Alves et al (2019) em quatro estados
da mesma regido, com semelhante metodologia soroldgica em caprinos e ovinos, o qual
encontrou 94,17% de prevaléncia.

Vaérios fatores justificam os indices altos apresentados, sendo um deles o nivel baixo de
tecnificacdo, o qual é diretamente associado ao baixo nivel de escolaridade dos produtores da
regidao, como mostra o estudo de Guilherme et al (2017) realizado no estado da Paraiba, onde
83,9% dos produtores tinham apenas escolaridade basica. Um maior nivel técnico representaria
uma melhoria do manejo sanitario e, quando associado as condicdes climaticas da regido,

poderiam configurar uma dréstica reducdo nesses indices, como constata Kumar et al (2012),
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onde o aumento da tecnificacdo de algumas propriedades de uma regido &rida indiana levou a
uma reducéo da prevaléncia da doenca.

O prejuizo acarretado pela linfadenite caseosa no mercado de carne ovina é
significativo, sendo dimensionado por Patton et al (2003) entre de US$ 12 e 15 milhdes em
abatedouros australianos. Geralmente, o indice de condenacgdo de carcacgas de ovinos adultos
pela doenca em abatedouros varia de 3 a 5% (RADOSTITS et al, 2007). Além da grande perda
com o corte ou descarte total das carcagas, ainda ha a emaciacdo dos animais, apresentada em
uma forma crénica conhecida no Reino Unido como “sindrome da ovelha magra” (BAIRD,
2007), a qual pode interferir decisivamente na capacidade dos animais se nutrirem
adequadamente, e por consequéncia terem ganho de peso. Se for considerado o custo anual de
aproximadamente US$ 92,00 por animal com tratamento cirrgico e pds cirdrgico
convencional, em um rebanho cerca de 100 animais (FACCIOLI-MARTINS et al, 2014), e
considerando também os dados oficiais do plantel brasileiro em 20,5 milhdes de ovinos, este
custo anual no Brasil se apresentaria em aproximadamente US$ 19 milhGes anuais, o0 que
somado as outras perdas ja relatadas, reforca a relevancia econdmica desta patologia na

ovinocultura brasileira e mundial.

4.2 Corynebacterium pseudotuberculosis

Quinn et al (2003) classificam morfologicamente o género Corynebacterium como se
apresentando em formas cocoides, clavas ou bacilos, e em esfregaco se mostrando em palicadas
angulares semelhantes a letras chinesas. Gram-positiva, esta inserida em um grupo
supragenérico dos Actinomicetos que também inclui os géneros Mycobacterium, Nocardia e
Rhodococcus. Este grupo de microrganismos, chamado CMNR, possui parede celular composta
principalmente de peptidoglicanos, arabinogalactanos e acidos micdlicos, bem como elevado
teor de guanina-citosina do genoma (DORELLA et al, 2006).

Corynebacterium pseudotuberculosis é o agente etioldgico da linfadenite caseosa em
caprinos e ovinos, e esporadicamente pode acometer outras espécies domésticas. Sood, et al
(2012) relatam um caso confirmado de uma bezerra na India que apresentou linfonodos
mesentéricos com presenca de material caseoso, onde se supunha que a infeccdo tinha sido
ocasionada pela ingestdo involuntaria de moscas domésticas. Como no Brasil, a criacdo de
espécies diferentes no mesmo ambiente é comum na India. Em Portugal, casos foram
confirmados e descritos em suinos da raca preto alentejano em duas fazendas, sem relagdo
comercial entre elas. Os animais acometidos eram leitGes de até 10 meses, sendo constatada a

doenca em até 10% do plantel. A maior parte dos granulomas supurados se localizavam nos
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linfonodos mandibular e retrofaringeo, e os animais que vinham a &bito apresentavam
poliartrite (OLIVEIRA et al, 2014).

Diversos trabalhos descrevem o acometimento de espécies menos comuns, mas da mesma
subordem dos ovinos e caprinos, como por exemplo camelideos (RADWAN et al, 1989;
TEJEDOR et al, 2004; TEJEDOR-JUNCO et al, 2008; TARAZI e Al-ANI, 2015 e WERNERY
e KINNE, 2016), cervideos (MATOS et al, 2015 e MORALLES et al, 2017), ou ainda em
cabras montanhesas (DOMENIS et al, 2018). Menos raro que 0s casos relatados em suinos, no
que tange a monogastricos, sao 0s casos descritos em equinos (DOHERR et al, 1998; FOLEY,
et al, 2003 e PRATT et al, 2005). Contudo, em equinos, a infeccdo normalmente ocorre pelo
biovar equi da bactéria, cuja sintomatologia induzida € a linfangite ulcerativa. e em bovinos se
apresenta na forma de abscessos superficiais (RADOSTITS et al, 2007).

Tambem é possivel diferenciar o biovar equi do biovar ovis, que geralmente acomete
0vinos e caprinos, através de provas bioguimicas, onde o primeiro reduz nitrato em nitrito, € 0
segundo ndo (SONGER et al, 1988). As demais provas bioguimicas diferenciais do C.
pseudotuberculosis sdo catalase e urease positivo, fermenta carboidratos sem a producéo de gas
(maltose, manose, glicose) e ndo fermenta a lactose, ndo tem atividade proteolitica, e é oxidase
negativo (MOURA-COSTA, 2002).

A primeira vez que foi isolada foi exatamente de um caso de linfangite em uma vaca, no
ano de 1888, pelo bacteriologista francés Edward Nocard. Anos depois, outro bacteriologista,
0 bulgaro Hugo von Preisz, isolou um organismo analogo de um caso de linfadenite caseosa.
Este microrganismo foi inicialmente denominado Bacillus pseudotuberculosis, nome durou até
o final do Século XIX pela semelhanca clinica das lesdes causadas por Mycobacterium
pseudotuberculosis. Foi posteriormente classificado no género Corynebacterium e renomeado
como Corynebacterium ovis. Porém, por ter sido isolado de outras espécies, em 1948 finalmente
foi denominado como C. pseudotuberculosis (BAIRD e FONTAINE, 2007).

Em humanos, os casos relatados sdo esporadicos, como o0s 10 casos que Peel et al (1997)
revisaram, sendo que a maioria deles era de pessoas que trabalhavam na ovinocultura. Liu et al
(2005) relatam um caso de infeccdo ocular em um homem de 63 anos que tinha convivéncia
com animais domésticos, mas sem detalhar quais espécies. Em 2015, foi igualmente relatado
um caso de uma estudante de medicina veterinaria que foi diagnosticada com pneumonia
causada por C. pseudotuberculosis, refor¢cando a possibilidade de contaminagdo também por
via aerdgena (HEGGELUND et al, 2015).
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4.3 A linfadenite caseosa

A enfermidade é caracterizada por Willamson (2001) pela presenca de lesdes
granulomatosas apresentando pus com consisténcia caseopurulenta a caseosa, de cor branco-
esverdeado e inodoro. Sua transmissdo ocorre através do conteudo caseoso liberado por
linfonodos rompidos espontaneamente, 0s quais contaminam o ambiente, fomites, alimentos e
instalagdes, e a bactéria pode entdo entrar em outros hospedeiros por feridas ocasionadas pela
tosquia, corte de cauda ou corddo umbilical (BLOOD, 1978). Unanian et al (1985) também
atentam que o pastejo em areas semiaridas como o nordeste brasileiro ocorre em meio a uma
vegetacdo onde predominam cactaceas e caducifélias, propiciando assim um ambiente
favorével para ocorréncia de leses na pele ou nas mucosas dos animais, desta forma facilitando
a contaminacao por diversos agentes patogénicos, entre eles o C. pseudotuberculosis. Bastos et
al (2011) reafirmam a importancia da transmissdo por via respiratdria, considerando a
inexisténcia de granulomas superficiais em um rebanho ovino, e o surgimento de novos casos
durante o periodo de trés meses. A apresentacdo clinica da doenca se faz de duas formas:
superficial, quando se apresentam entumecidos linfonodos superficiais tais como parotideo,
submandibular, prescapular, popliteo, prefemural e supramamario; e interna, que afeta tecidos
linfaticos do figado, pulmdes, rins e baco. O periodo de incubacdo pode variar de 2 a 8 meses
(ABDULLAH et al, 2017)

A PLD ¢ considerada até agora o principal fator de viruléncia do C. pseudotuberculosis,
sendo uma toxina que proteolisa a esfingomielina das células endoteliais dos vasos, aumentando
a permeabilidade vascular apos a infeccéo e conduzindo desta forma o agente infeccioso para
o sistema linfatico, onde se aloja nos linfonodos (CARNE e ONON, 1978). Um dia apos a
infeccdo, ja surgem microabcessos no interior dos nddulos linfaticos, e em seis dias estes
comecam a se aglutinar, dando inicio a formacdo da massa caseosa esverdeada caracteristica da
patologia (FONTAINE e BAIRD, 2008). Ocorre um encapsulamento laminar concéntrico a fim
de conter o processo inflamatdrio, porém pode ocorrer a necrose dessas ldaminas, permitindo
assim o rompimento desta contencéo capsular e extravasamento do contetdo caseoso (OSMAN
et al, 2018).

Uma segunda proteina também tida como fator de viruléncia foi identificada
posteriormente, e teve sua denominacao relacionada ao seu peso molecular, a CP40, a qual foi
testada como imundgeno em ovinos, demostrando bom nivel de protecdo no grupo em que foi
aplicada em maior concentragdo (WALKER et al, 1994). Shadnezhad et al (2016)
reclassificaram-na como uma endoglicosidase, ao em vez de uma protease. Droppa-Almeida et

al (2016), trabalhando com camundongos, observaram que a imunizagdo com rCP40 induzia
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ativacdo de células Thl, associada também a uma resposta humoral. A mesma concluséo foi
obtida em um trabalho posterior novamente realizado em camundongos (DROPPA-
ALMEIDA, et al, 2019).

Medidas preventivas simples ja ajudariam muito na reducdo de casos nos rebanhos, tais
como a desinfeccdo de fomites, tosquia realizada de forma correta e sem lesdes, aplicacdo de
injetaveis iniciados por animais mais jovens, limpeza e desinfec¢do de instalacGes, controle de
ectoparasitas, e uso de instalagdes com baixo risco de causar lesdes cutaneas. Mas a principal
medida para uma verdadeira reducdo seria uma avaliacdo clinica minuciosa de novos animais
adquiridos (ALVES et al, 2007), evitando dessa forma sua introducdo no rebanho. A terapéutica
mais adotada relatada na literatura é a remocao cirdrgica do conteido caseoso dos granulomas
superficiais, com a posterior cauterizacdo com tintura de iodo a 10% (LEITE, 2012;
SANTIAGO etal, 2013; FARIAS et al, 2019). Existem, contudo, diversos trabalhos sugerindo
alternativas terapéuticas ao uso da tintura de iodo, a qual, de acordo com Ballin e Pratt (2002),
pode causar citotoxicidade.

Castilhos et al (2002) propdem um tratamento homeopatico, porém sem uma concluséo
objetiva; ja Sellera et al (2016) testaram uma metodologia terapéutica fotodindmica com bons
resultados quanto ao tempo cicatrizacdo. Da mesma forma, Kalil et al (2019) utilizaram uma
pomada a base de propolis verde no tratamento, e Santos et al (2019) empregaram uma pomada
a base de nanoparticulas de prata. Ambos observaram diminuicédo do tempo de cicatrizacdo e
em casos de recidivas. Smith e Sherman, (2009) sugerem uso de formol a 10% no interior do
granuloma, realizando inoculacdo da solucdo e posterior lavagem e retirada de contetdo
case0so, mas admitem ser uma terapéutica controversa, pelo desconforto e risco aos animais.

A antibioticoterapia sistémica ja foi testada em diversos trabalhos, como o de Senturk e
Temizel (2006), os quais obtiveram bons resultados com a administracdo intracapsular de
rifamicina combinada a tetraciclina em ovinos. Entretanto, de acordo com Baird (2006), esta
proposta terapéutica ndo avaliou a reducdo dos granulomas internos O uso da tulatromicina
subcutanea se mostrou parcialmente viavel em um experimento com caprinos (WASHBURN
et al, 2013), mas de um modo geral a antibioticoterapia sisttmica se faz ineficiente devido ao
fato da capsula nodular inviabilizar o acesso dos farmacos aos microrganismos.

O diagnostico clinico, com a apalpacdo dos linfonodos superficiais entumecidos, é o
mais cotidianamente feito por veterindrios em campo, porém diversos trabalhos sugerem
diagnosticos laboratoriais, devido a inespecificidade deste tipo de procedimento. Apds a
retirada cirlrgica do material caseoso, o isolamento da bactéria é o padrdo-ouro para
diagnostico (CHIRINO-ZAGARRA et al, 2006; OREIBY, 2014), sendo que Ribeiro et al
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(2001) realizaram puncdo aspirativa do contetdo do linfonodo para obtengdo de amostra. A
identificacdo da presenga do agente nas lesdes também é demonstrada pelo método da
Polymerase Chain Reaction (PCR) em outros trabalhos (CETINKAYA et al, 2002; PACHECO
et al, 2007; NASSAR et al, 2015). Diferentes autores desenvolveram ensaios de ELISA
(Enzyme Linked Immunosorbent Assay) utilizando antigenos nativos ou recombinantes para a
deteccdo de anticorpos especificos (GUIMARAES et al, 2011; HOELZLE et al, 2013;
RIBEIRO et al, 2013; BARRAL et al, 2019), os quais permitiram o diagnéstico de animais
assintomaticos, e Reboucas et al (2011) também testaram um método baseado na producédo
especifica de interferon gama.

4.4 A profilaxia vacinal contra a linfadenite caseosa como alternativa de erradicagéo

O estudo da resposta imunoldgica induzida pela imunizacdo é basico para o
desenvolvimento de uma vacina mais eficiente. Citocinas como o fator de necrose tumoral
(TNF) e o interferon gama (IFN-y) sdo importantes para a reducéo da disseminacéo bacteriana,
dado que foi demonstrado em uma pesquisa com camundongos, a qual evidenciou inclusive
que a primeira teria um maior destaque nessa acdo (LAN et al, 1998). A maior producéo de
IgG2a indica uma maior ativacdo de células Thl enquanto a 1gG1l a de células Th2 em
camundongos, sendo estes marcadores usados em trabalhos para identificacdo da natureza da
resposta imune (FIRACATIVE et al, 2018). Vale et al (2016), ao estimularem
imunologicamente camundongos, mostraram um aumento significativo de citocinas de perfil
Thl 60 dias apo6s do desafio, bem como uma importante resposta humoral representada por
altos niveis de 1gG2a e 1gG1 especificas contra C. pseudotuberculosis. Uma resposta humoral
significativa, tanto a nivel soroldgico como também colostral, também foi observada apos
imunizacdo em caprinos com bacterinas, demonstrando um possivel efeito imunoprotetor
subsequente ao estimulo imunogénico (AUAD et al, 2018).

Tanto o IFN-y como a IL-4 desempenham papéis importantes na geracao e regulacao de
respostas imunes, sendo que a primeira citocina promove a diferenciacdo e estabilidade de
células Th2 e inibe a diferenciacdo de células Thl, o que inversamente ocorre com a segunda.
Também as atividades de macrdfagos induzidas ou aumentadas por IFN- y sdo antagonizadas
pela IL-4 (PALUDAN, 1998). Desta forma, a observacdo do nivel de producdo de uma das
duas citocinas de acOes antagbnicas pode indicar o perfil da resposta imunologica num
determinado momento de um experimento.

Hé& décadas ja se propde uma solugéo vacinal para a linfadenite caseosa, sendo testados

diferentes formulagdes antigénicas a fim de obter um resultado potencialmente imunoprotetor
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para o rebanho. Cameron e Engelbrecht (1971) testaram o C. pseudotuberculosis inativado em
camundongos, obtendo protecédo parcial nos animais imunizados, sendo que no mesmo trabalho
também testaram uma soroterapia e um transplante de macréfagos com fins terapéuticos. A
idealizacdo de uma vacina atenuando a C. pseudotuberculosis através da exclusdo mutagénica
do gene responsavel pela codificacdo da PLD foi um marco no desenvolvimento de imundgenos
contra a linfadenite caseosa. O experimento com ovinos testou a cepa geneticamente
modificada (Toxminus), e obteve como resultado protecéo parcial significativa (HODGSON et
al, 1992).

Considerando a natureza intracelular obrigatéria do agente infeccioso, alguns trabalhos
se propdem utilizar cepas atenuada com propd6sito vacinal ainda na década atual, como o estudo
de Lima et al (2017), que utilizou uma cepa naturalmente atenuada isolada no estado da Bahia,
obtendo resultados parcialmente positivos. Mas diversos trabalhos indicam uma tendéncia no
desenvolvimento de vacinas baseadas em biologia sintética, utilizando como imundgenos
mutantes obtidos laboratorialmente e subunidades bacterianas especificas. Cepas mutantes
induzidas de C. pseudotuberculosis foram utilizadas como imunizantes em murinos, sendo
selecionada uma que proporcionou uma taxa de sobrevivéncia de 80% nos camundongos
desafiados (RIBEIRO et al, 2014). Células recombinantes expressando a proteina CP40 de C.
pseudotuberculosis foram usadas em um estudo vacinal em ratos com o proposito de testar um
novo adjuvante oleoso, com posterior ativacdo de linfécitos auxiliares (CD4+) e citotdxicos
(CD8+) (ROSLINDAWANI et al, 2016).

A mais de uma década, os estudos baseados em engenharia genética e desenho molecular
ja se faziam presentes no que tange a profilaxia contra a linfadenite caseosa pois, no fim dos
anos 90, Simmons et al (1998) testaram duas cepas mutantes de C. pseudotuberculosis como
imundgenos em ovinos, sendo em uma alterado o gene aroQ e em outra 0 gene que codifica a
PLD. Os resultados se mostraram melhores com os animais imunizados com a segunda cepa
geneticamente modificada. Hodgson et al (1999) também usando uma cepa geneticamente
atenuada quanto a PLD, obtendo uma taxa de prote¢do de 44% nos ovinos desafiados. Ja
Chaplin et al (1999) usaram uma vacina de DNA baseada na sequéncia nucleotidica de PLD
fusionada com CTLA-4, sendo comparada a uma vacina comercial, onde os resultados foram
inferiores a esta vacina comercial.

A maioria dos estudos vacinais utilizando-se de técnicas de engenharia genética foi
conduzida em modelo murino, como por exemplo o de Brum et al (2017), que usou como alvo
imunogénico uma esterase da C. pseudotuberculosis e obteve uma taxa de protecdo de 58,3%.

Leal et al (2018) utilizaram Mycobacterium bovis BCG geneticamente modificado para
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expressar a PLD na imunizacdo de camundongos, e a taxa de sobrevivéncia dos animais
desafiados foi de 88%. Utilizando a concepcéo de producdo por mutagdes genéticas ou desenho
molecular em vacinas contra linfadenite caseosa em pequenos ruminantes, podem ser elencadas
varias propostas ao longo dos ultimos vinte anos (Tabela 1), mas nenhuma delas utilizou a
CP40, e muito menos fusionada ou associada a PLD.

Para tal fim, técnicas laboratoriais de purificacdo de subunidades bacterianas nativas estao
sendo substituidas pela técnica de vacinologia reversa, a qual consiste na analise prévia do
genoma bacteriano em busca de novos imundgenos, com posterior andlise através de
ferramentas de imunobioinformatica, e expressdo de forma recombinante (ABU-BOBIE et al,
2003). Infelizmente, a maioria das ferramentas de imunoinformética existentes hoje foi
desenvolvida para espécie humana ou para modelo murino, e seu uso para outros animais ainda
é um desafio. Mesmo assim, ao escolher utilizar algumas ferramentas, principalmente para
deteccdo de epitopos, & levado em consideragdo que o sistema imunoldgico de alguns
mamiferos tende a ter certas semelhangas, podendo assim ser usadas em propostas vacinais de

caprinos e ovinos também (SILVA et al, 2021).

Tabela 1. Antigenos e eficicia de ensaios vacinais contra a linfadenite caseosa em ovinos, utilizando
engenharia genética e desenho molecular. (Adaptado de PINHO et al., 2021).

Imundgeno Protecéo (%0) Referéncia

Cepas mutantes: aroQ e PLD - (SIMMONS et al., 1998)
Cepa mutante: PLD 44 (HODGSON et al., 1999)
DNA: CTLA-4 bovino -hlg-APLD 70 (CHAPLIN et al., 1999)
Cepa mutante: PLD 56

Cepa mutante: PLD 100 (FONTAINE et al., 2006)
Cepa mutante: PLD + BCG 66

Cepa mutante: PLD + Atenuada (formalina) 100 (SELIM et al., 2010)

Cepa mutante: PLD + Atenuada (irradiada) 78
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5.0 Materiais e métodos
5.1 Fase de desenvolvimento in silico

5.1.1 Construcao da sequéncia das proteinas de fusdo MBP:PLD:CP4 e

individualizadas

A expressdo das proteinas rPLD e rCP40, e da proteina de fusdo, teve como base as
sequéncias ja depositadas em banco de dados de ambas, sendo a de identificacdo
WP_013240889.1A para PLD, e WP_138130220.1 para CP40. As proteinas PLD e CP40
tiveram substituicdo dos aminoacidos do sitio ativo, de forma que foi sintetizada a sequéncia
contendo PLD H19A-H53A e CP40 D150A-D153A-E157A. O vetor usado para a clonagem
das proteinas separadas foi o pET28a. Neste caso, as sequéncias do peptideo sinal foram
deletadas e um marcador de poli-histidina foi adicionado nos terminais.

Para a proteina de fusdo foi utilizado o vetor pMAL-c2X (Plasmideo #75286), o qual
necessita da fusdo do alvo com a proteina Maltose Binding Protein (MBP). A MBP ja vem sido
descrita na literatura como uma proteina que tem acéo adjuvante intrinseca (NI et al., 2014;
GONG et al., 2015; WANG et al., 2015; LIU et al., 2017). Foi incluido um linker rigido
EAAAKEAAAKEAAAKE entre as proteinas PLD e CP40 (AURORA et al., 1997; AMET et
al., 2009, 2010; LU e FENG, 2008). A sequéncia GGENLYF foi adicionada entre a MBP ¢ a
PLD por ser um sitio de facil clivagem pela protease TEV (Tobacco Etch Virus), caso seja
necessaria a remocdo da MBP para estudos posteriores envolvendo imunodiagnostico. O

plasmideo foi sintetizado pela empresa FastBio (FastBio Ltda, Séo Paulo, Brasil).

5.1.2 Observacéo dos modelos tridimensionais e estrutura proteica terciaria
Para a construcdo dos modelos tridimensionais, como objetivo de escolher o melhor
molde e avaliar a qualidade dos modelos gerados, foi utilizado o servidor Web Swiss Model

(https://swissmodel.expasy.org/). Esta ferramenta busca por sequéncias depositadas no PDB

(Protein Data Base) que apresentam estrutura cristalografica definida, e permite encontrar

modelos segundo as recomendacdes incluidas no software.

5.1.3 Analise de ancoragem em MHC | e em receptor Toll-Like 2 (TLR2)

As predicdes de ancoragem de epitopos em moléculas de MHC de classe | foi realizada
no IEDB utilizando os métodos de predigdo NetMHCpan EL 4.1 (REYNISSON et al., 2020) e
2.22 (WANG et al., 2008). Foi analisada a predicdo da ligacdo de epitopos da proteina de fusdo
com alelos de MHC | especificos de bovinos (Bos taurus - BoLA-1:00901, BoLA-T2a e BoLA-
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HD6), espécie filogeneticamente mais proxima a pequenos ruminantes e da qual se tem
informaces sobre suas moléculas de MHC.

A andlise de predicdo da ligagdo entre a proteina de fusdo MBP:PLD:CP40 e o receptor
TLR2 (PDB 5d3i, com modifica¢fes) de camundongo foi realizada no software SwarmDock
(https://bmm.crick.ac.uk/~svc-bmm-swarmdock/) (TORCHALA et al., 2013). As estruturas 3D
da proteina de fusdo e do receptor foram feitas utilizando o software Chimera (PMID:
15264254), e a representacdo das ligacbes foi realizada no software LIGPLOT v.2.2
(WALLACE et al., 1996).

5.2 Producéo e anélise da proteina

5.2.1 Clonagem, expressao e purificacdo das proteinas recombinantes

A expressao das proteinas rPLD e rCP40 individualizadas seguiu o que foi descrito por
Barral et al (2019), onde podem ser encontrados os resultados oriundos destes procedimentos.
Brevemente, a proteina rPLD foi expressa em E. coli strain BL21 (DE3) pLysS. Apoés a
transformacéo da E. coli com plasmideos através de choque térmico, as células foram cultivadas
até atingir a densidade optica (DO) 600nm de 0,5-0,7, e induzidas com IPTG 0,3 mM por 16h
a 20°C em meio LB suplementado com canamicina (34pg/mL). As células foram separadas por
centrifugacdo a 8.000 x g por 10 min a 4°C, ressuspensas em tampéo Tris-HCI 20mM pH 8,0
contendo NaCl 300mM, e lisadas em gelo com dez pulsos de sonicacao de 15 segundos cada,
usando um processador ultrassdnico, e entdo centrifugadas a 15.000 x g por 15 minutos. O
sobrenadante foi submetido a cromatografia de afinidade utilizando coluna de niquel
imobilizado (GE, Illinois, EUA), sob condicdes nativas. Ap6s concentracdo da proteina alvo,
uma segunda etapa de filtracdo em gel foi realizada utilizando uma coluna Superdex G 75
10/300 GL (Sigma-Aldrich, Misouri, EUA). Todas as etapas de purificacdo foram analisadas
por geis SDS-PAGE a 12% e ensaios de Western blotting, usando anticorpo anti-poli-histidina
para confirmar a expressdo das proteinas alvo.

A proteina rCP40 foi expressa em E. coli BL21 (DE3) Star. O plasmideo contendo a
sequéncia codificadora da proteina foi introduzido por choque térmico na cepa, e a expressao
foi induzida pela adi¢do de 1 mM de IPTG ao meio de cultura, seguido de incubacdo em um
agitador orbital (200 rpm) a 37°C por 3h. A purificacdo foi realizada por cromatografia de
afinidade em uma coluna de sepharose-niquel HisTrapTM (GE). A pureza foi determinada por
12% SDS-PAGE, e a concentragdo foi determinada através de um kit comercial baseado na

metodologia do acido bicinconinico (Thermo Fisher Scientific, Massachusets, EUA)
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Para a proteina de fusdo, a linhagem celular de Escherichia coli utilizada foi a Origami,
ideal para expressao especifica aqui desejada, pois como a proteina alvo possui diversas pontes
dissulfeto presentes na por¢éo referente a PLD em sua conformacéo nativa, essa linhagem é a
que melhor favorece a expressdo de proteinas com essa caracteristica bioquimica. Inicialmente,
80 ng de vetor recombinante foram adicionados a 50 L de solucdo contendo células
competentes de E. coli. Essa mistura permaneceu no gelo durante 30 minutos, e entdo foi
submetida ao choque de temperatura a 42 °C por 1 minuto, seguida de 2 minutos no gelo. Apds
esse procedimento, as bactérias foram submetidas a agitacdo de 250 rpm por 1 hora a 37 °C em
meio liquido SOC. Em seguida, as bactérias foram selecionadas ap06s cultivo em meio sélido
seletivo Luria Bertani (LB) contendo ampicilina (100 pg/mL). As col6nias obtidas foram
inoculadas em tubos individuais contendo 10 mL de meio liquido LB seletivo (LB + ampicilina
100 pg/mL) sob agitacéo e aeracdo constantes, e utilizadas para expressdo em pequena escala.

Visando encontrar a condicdo ideal de expressdo da proteina alvo para obtencdo do
maior rendimento de proteina soltvel pura por litro de cultura, inicialmente 5 mL de pré-inoculo
foram transferidos para um novo tubo contendo 100 mL de meio LB liquido seletivo. As
amostras foram mantidas sob agitacdo e aeragéo ate atingir densidade éptica (DO) 600 nm entre
0,4 e 0,6 para posterior inducdo da expressdo com IPTG. A absorbancia das amostras foi medida
em espectrofotdbmetro Biomate 3S (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, EUA). Apds
atingir essa densidade Optica, a cultura contendo o vetor foi induzida com diferentes
concentragdes de IPTG (0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5 e 0,7 mM) e sob diferentes temperaturas (18, 20,
30 e 37 °C) a fim de obter proteinas na fracdo soltvel apds a sonicagdo. Apés 5 e 16 h de
inducdo, as amostras coletadas foram centrifugadas a 5.000 x g durante 10 minutos a 4 °C, 0s
sobrenadantes foram descartados e os precipitados ressuspendidos em tampédo de lise celular
com variacdes no pH, concentracdes salinas, diferentes ions isolados ou combinados, diferentes
concentragdes de glicerol, DTT e detergentes. Apos sonicacdo, 5 uL de cada amostra foram
aplicados em SDS-PAGE 15% e nomeados fracdo total; posteriormente, as amostras foram
centrifugadas a 15.000 x g por 30 minutos a 4 °C, e 10 uL do sobrenadante de cada amostra
foram aplicados em SDS-PAGE 15%, e nomeado entdo fracdo solGvel. A avaliacdo dos

resultados foi feita Western blot usando anticorpos anti-cauda de histidina.

5.2.2 Western blot e producéo em escala
Para a deteccdo da expressdo da proteina de fusdo, as amostras oriundas da expressdo
recombinante e das etapas de purificagdo foram misturadas com tampéo de amostra e aplicadas

em gel SDS-PAGE 12%. As proteinas, contidas no gel foram transferidas para a membrana de
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nitrocelulose a partir de um eletrotransferidor (Mini TransBlot Electrophoretic Transfer Cell
Bio-Rad, Califérnia, EUA) operando sob voltagem constante (100 V) por 1 hora. O tampéo de
transferéncia utilizado foi o Tris-Glicina (Tris 0,025 M, Glicina 0,192 M) contendo metanol
20%. A membrana foi incubada com anticorpo monoclonal anti-poli-histidina diluido 1:10.000
(Sigma-Aldrich, Missouri, EUA), e posteriormente com anticorpo secundario anti-lgG de
camundongo conjugado com fosfatase alcalina (Sigma-Aldrich) diluido 1:30.000. A deteccéo
da reacdo antigeno/anticorpo foi feita com solugdo de BCIP/NBT (5-bromo-4chloro-3-
indolylphosphate/nitro-bluetetrazolium) até o aparecimento do resultado da reacao (coloracdo
azul parpura), que ocorre apenas na presenca da fosfatase alcalina. As amostras que
apresentaram reacdo positiva na fracao solvel (expressdo em pequena escala) foram utilizadas
em experimentos de expressao e purificacdo em larga escala. Apos a purificacdo em larga
escala, novamente foi realizado o Western blot para confirmar a purificacdo da proteina alvo.
Para a producdo em larga escala, as células transformadas foram cultivadas por 16 horas
a 37 °C em meio LB contendo ampicilina (100 pg/mL), e posteriormente essas culturas foram
diluidas 100 vezes em meio LB fresco contendo antibiotico e incubadas a 37 °C até atingir OD
600 nm entre 0,4 e 0,6. A inducéo da expresséo foi realizada a 20 °C e com 0,4 mM de IPTG.
Apols a expressdo, a cultura foi centrifugada a 8.000 x g e o sobrenadante descartado. O
precipitado foi ressuspendido em tampéo de lise celular. Apés a adicdo do tampéo, as células
foram submetidas ao processo de lise celular por sonicacdo (4 pulsos de 40 segundos), e
centrifugadas a 15.000 x g por 30 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi coletado para a realizacao

das etapas de purificacdo.

5.2.3 Purificacdo da proteina alvo

A primeira etapa de purificacdo da proteina de fusdo foi por cromatografia de afinidade
em Ni-Sepharose (GE Healthcare Life Sciences, Illinois, EUA). Posteriormente, foi realizada
cromatografia de exclusdo molecular em coluna Superdex G75 10/300 (GE Healthcare Life
Sciences), utilizando o sistema AKTA-pure.

A purificacdo em coluna de afinidade utilizando resina Ni-Sepharose (GE Healthcare
Life Sciences, Illinois, EUA) foi realizada conforme instrucdes do fabricante. Primeiramente,
um volume de 2 mL da resina foi adicionado a cada coluna de cromatografia de afinidade, as
quais foram equilibradas com o mesmo tampdo utilizado no processo de lise das células
cultivadas. Em seguida, cada coluna de purifica¢do (Bio-Rad, California, EUA) foi carregada
com o sobrenadante do lisado celular obtido apds centrifugacdo, para que as proteinas fossem

adsorvidas. Apos adsorcdo, a resina foi lavada utilizando tampdes de lavagem com aumento



29

gradativo da concentracdo de imidazol (Tabela 2), buscando remover contaminantes
adsorvidos de forma inespecifica. Por fim, as proteinas foram eluidas utilizando tampéo de
eluicdo com 400 mM de Imidazol. Todas as amostras obtidas por meio das diferentes lavagens
com variagOes crescentes na concentracao de Imidazol foram coletadas e analisadas em gel de

SDS-PAGE 12%, para verificar em qual delas a proteina alvo foi eluida.

Tabela 2. Tampdes utilizados para a purificacdo por cromatografia de afinidade por ions iméveis em coluna
de purificacdo contendo resina Ni-Sepharose.

Tampio Volume
Lise: 50 mM NaH, PO, 4 400 mM NaCl + 10 % glicerol + 10 mM Imidazol + 1| mM MgCl, 10 mL
Lavegem 1: 50 mM NaH.PO, + 400 mM NaC'l + 10%% glicerol + 40 mM Imudazol + 1| mM MgCl. 10 mL
Lavegem 2: 50 mM NaH.PO, + 300 mM NaCl + 10% glicerol + 60 mM Imidazol + 1 mM MgCl. 10 mL
Lavegem 3: 50 mM NaH.PO, + 200 mM NaCl + 1076 glicerol + 80 mM Imidazol + 1 mM MgCl, S mL
Eluwigao: 50 mM NaH.PO, + 400 mM + 10% glicerol + 400 mM imidazol + 1 mM MgCl, 10 mL
*Volume de tampéo para cada | L de meio de cultura LB

As amostras contendo a proteina alvo, obtidas a partir da purificacdo por cromatografia
de afinidade, foram concentradas em dispositivos para concentracdo em centrifuga (Amicon
Ultra Centrifugal Filters - 10 kDa) e submetidas a segunda etapa de purificacéo por gel filtracéo
em coluna Superdex G75 10/300 (GE Healthcare Life Sciences), equilibrada com tampéo Tris-
HCI 20 mM, NaCl 100 mM e MgCI21 mM pH 7,5, utilizando o sistema AKTA-pure (GE
Healthcare Life Sciences). As amostras referentes aos picos do cromatograma foram coletadas

e analisadas por meio do gel de poliacrilamida (SDS-PAGE 12%) e Western blot.

5.2.4 Espalhamento dinamico de luz (DLS)

As amostras foram avaliadas por meio de ensaios de DLS em aparelho Zetasizer Nano
series S90 (Malvern Instruments, Malvern, UK) a fim de obter informacdes sobre o estado
oligomérico e polidispersividade das amostras proteicas. Para a realizacdo dos experimentos,
50 uM de cada amostra foram previamente centrifugados por 30 minutos a 14.000 x g a 10 °C.
As medidas de DLS foram realizadas utilizando o software Zetasizer e a aquisicdo de dados foi

feita a partir de 10 ciclos de 30 segundos em temperatura constante de 25 °C.

5.2.5. Espectroscopia de dicroismo circular
Para verificar a conformacdo da proteina expressa, uma espectroscopia de dicroismo

circular foi realizada em um espectropolarimetro Jasco J-815 (Jasco, Oregon, EUA) com um
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sistema de controle de temperatura do tipo Peltier. O espectro UV-CD da proteina de fusdo
MBP-PLD-CP40 foi coletado de 260 a 197 nm a 25°C em uma cubeta de quartzo de 0,05 cm.
Foi utilizada uma velocidade de varredura de 50 nm/min com tempo de resposta de 1,0 s, largura
de banda espectral de 1,0 nm e resolugdo espectral de 0,1 nm. A média do sinal foi calculada
em 10 varreduras. Cada espectro foi adquirido independentemente duas vezes. A proteina foi
diluida para 5 uM em 20 Mm Tris ¢ 100 mM NaCl, pH 7,4. A contribui¢do do tampdo foi
subtraida dos espectros de proteina. As porcentagens da estrutura secundaria em solugdo foram
calculadas com o software CONTINLL do pacote CDPro, utilizando o conjunto de referéncia
de proteinas SP43.

5.3 Animais dos grupos experimentais

Vinte e sete ovinos sem raca definida, de ambos os sexos, com idade de até 3 meses
sorologicamente negativos, foram mantidos na Fazenda Experimental da Escola de Medicina
Veterinaria e Zootecnia (EMEVZ) da UFBA na localidade de Sdo Gongalo dos Campos. Os
animais receberam diariamente racao farelada balanceada e silagem de capim, além de agua ad
libitum. Todos os cuidados foram tomados para garantir o bem-estar animal, e 0s experimentos
envolvendo os ovinos foram realizados por medico veterinario treinado e licenciado (CRMV-
BA 2060). Os animais foram vermifugados 45 dias antes do comeco dos experimentos. Este
estudo foi aprovado sob o registro de nimero 19/2021 pelo Comité de Etica no Uso de Animais

em Experimentacao da Escola de Medicina Veterinaria e Zootecnia da UFBA.

5.4 Imunizacao e desafio

No dia zero, os nove animais do grupo 1 (Controle - G1), foram inoculados com 1ml de
solucdo salina estéril; os nove ovinos do grupo 2 (G2) foram inoculados com 200 g proteina
de fusdo PLD:CP40:MBP (G2) diluidos em 400 pL de solucdo salina estéril e 600 pl do
adjuvante Montanide ISA 61 VG (Seppic, New Jersey, USA); os nove animais do grupo 3 (G3)
foram inoculados com a associacdo de 100 ug de rPLD e 100 ug de rCP40 (G3) diluidos em
400uL de solucdo salina estéril junto a 600uL do mesmo adjuvante do grupo anterior. Quatro
semanas apas, o grupo 1 recebeu uma dose de solucao fisioldgica, e 0 grupos 2 e 3 uma segunda
dose dos respectivos imunogenos. Duas semanas ap0s a Ultima inoculacdo, todos os animais
foram desafiados individualmente com a inoculacio de 1x10* UFC da cepa virulenta MIC-6 de
C. pseudotuberculosis (LEAL et al, 2018). O desafio foi realizado na prega cutanea da axila

esquerda dos animais por via subcutanea.
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5.5 Avaliacdo clinica e coleta de material

Antes das imunizag0es, foi aferida a temperatura retal dos animais, bem como também
foram avaliadas as condicGes clinicas através da observacdo de mucosas, existéncia de
secre¢Bes anormais, e prostracdo. Antes do desafio no dia zero e nas 22, 4%, 62 e 82 semanas do
periodo experimental, foram coletados 10 mL de sangue em tubo a vacuo com anticoagulante
heparina de 5 animais de cada grupo. Também foram coletados 3,5 mL de sangue em tubo a
vacuo sem anticoagulante dos demais animais de cada grupo nesse mesmo periodo e deste
mesmo modo, nas 102 e 122 semanas em todos os animais do experimento. Este material foi
enviado ao Laboratorio de Imunologia (LABIMUNO ICS/UFBA), para as analises sorol6gicas
e de imunologia celular. Também foram avaliadas semanalmente ao longo do experimento
possiveis reacdes adversas no local da inoculacdo de cada animal e, atraves de apalpacéo, o
entumecimento dos linfonodos superficiais. Seguindo o protocolo de Kalil et al (2019), o
material caseoso desses granulomas superficiais entumecidos foi coletado e levado para
avaliacdo microbiologica e andlise por Multiplex PCR (PACHECO et al, 2007). O

procedimento cirdrgico para a coleta foi devidamente tratado com tintura de iodo a 10%.

5.6 Necropsia dos animais

Durante nove semanas apos o desafio, os animais foram avaliados semanalmente para
verificacdo de desenvolvimento de lesbes caracteristicas de linfadenite caseosa, sendo entéo
posteriormente encaminhados a abatedouro com registro oficial. Este procedimento foi
realizado nas instalacdes do frigorifico FrigBahia, localizado no municipio de Pintadas, estado
da Bahia, e desta forma todo o procedimento foi feito de acordo com as normas sanitarias e de
bem-estar animal inerentes a linha de abate do frigorifico. Foram coletadas amostras de
linfonodos e 6rgdos internos que apresentaram alteracGes para verificagcdo microbioldgica da
presenca de C. pseudotuberculosis, como também para avaliacdo histopatoldgica destes 6rgéos,
os quais foram analisados no Laboratorio de Patologia Veterinaria do Hospital de Medicina
Veterinaria Prof. Renato Rodemburg de Medeiros Neto (HOSPMEV) da UFBA, através da
confeccdo de cortes histologicos corados pela técnica de hematoxilina e eosina, e posterior

analise em microscopia Optica. Os cortes foram avaliados por patologistas veterinarios.
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5.7 Analises laboratoriais

5.7.1 ELISA para verificacdo da resposta imune humoral dos animais

Para avaliacdo da producgdo de anticorpos pelos animais nos diferentes tempos de
coletas, placas de ELISA foram revestidas com 100 pl de rPLD e/ou rCP40, a uma concentragdo
de 2,5 ug/ml cada em tampé&o carbonato bicarbonato pH 9,6, a 4°C por 16 h. As placas foram
blogueadas com 5% de leite desnatado em PBS acrescido de 0,5% de Tween 20 (PBS-T).
Amostras de soro diluidas 1:400 em PBS-T-1% de leite desnatado foram entdo aplicadas a 100
ul/pogo e incubadas a 37°C por 1 h. Apos seis lavagens com PBS-T, um anticorpo anti-IgG
ovina conjugado com peroxidase (Sigma-Aldrich) diluido 1:10.000 em PBS-T 1% de leite
desnatado foi aplicado nas placas, que foram incubadas a 37°C por 45 minutos. Apos cinco
lavagens adicionais com PBS-T, a reacdo foi desenvolvida com uma solucdo de OPD
(ortofenilenodiamina) e perdxido de hidrogénio por 10 min, parada com &cido sulfurico 2N

(H2S0.), e entdo lida a 492 nm em espectrofotdmetro (ThermoFisher).

5.7.2 Ensaio de producéo de IFN-y e IL-4 especifico

O sangue total coletado dos animais em tubos com anticoagulante foi aplicado na
quantidade de 1 mL/well em placas de cultura estéreis de 24 wells. As células foram estimuladas
com o mitdégeno concanavalina A a 10 pg/mL como controle positivo, com as proteinas rPLD
e rCP40 (10 pg/mL de cada), ou com agua estéril como controle negativo. As placas foram
entdo incubadas em estufa com suprimento de 5% de CO2 a 37 °C por 48h, centrifugadas a
2000 x g a4 °C por 10 min, e o sobrenadante foi coletado e guardado em freezer a -20 °C.

A quantificacdo da producdo especifica de IL-4 e de IFN-gama foi realizada utilizando
as amostras de sobrenadante do cultivo, e Kkits especificos de ELISA sanduiche para
quantificacdo das citocinas (Bovine IFN-y ELISA e Bovine IL-4 ELISA, Msbtech, Uppsala,

Suécia). O procedimento foi realizado de acordo com o especificado pelo fabricante.

5.7.3 Analises microbiolédgica e molecular do material caseoso coletado ante-mortem
e na necropsia.
Ap0s a coleta das amostras do material caseoso dos granulomas entumecidos ao longo
do experimento e durante a necropsia, este material foi resfriado e transferido para o
Laboratorio de Imunologia (ICS/UFBA), para as analises microbioldgicas onde foi semeado

em meio Brain Heart Infusion (BHI) Agar adicionado de 5% de sangue ovino, e incubado por
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24-72 horas. Apos isolamento bacteriano, 0 DNA genémico foi extraido das col6nias, e

analisado seguindo a metodologia de Multiplex PCR, como descrito por Pacheco et al (2007).

5.8 Analises estatisticas

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o programa GraphPad Prism
versdo 6 (GraphPad Software, San Diego, CA). Foram comparadas a producdo de anticorpos e
de citocinas entre 0s grupos experimentais. Primeiramente foi avaliada a homogeneidade dos
resultados através do teste Kolmogorov—-Smirnov, podendo levar a dois caminhos de anélise:
(1) resultados nao-paramétricos, quando foram realizados os testes de variancia Kruskal-Wallis
e o teste de Mann—-Whitney; (2) resultados parametricos, quando foram realizados os testes de
variancia one way ANOVA seguido do teste de Tukey. Foram consideradas como significativas
as diferencas entre os grupos quando p < 0,05.
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6. Resultados

6.1 Analises imunobioinformaticas da proteina de fusdo PLD:CP40:MBP

6.1.1 Sequéncia de aminoacidos da proteina de fuséo

Os resultados referentes a sequéncia de aminoacidos da proteina de fusdo
MBP:PLD:CP40, se encontram na Tabela 3. Pode-se verificar que as sequéncias da proteina
estdo na seguinte ordem: primeiramente a MBL, depois a PLD, e por ultimo a CP40. Verifica-
se também o link rigido entre as proteinas PLD e CP40, e a cauda de histidina, adicionada para

propiciar a posterior purificacao.

Tabela 3. Sequéncia de aminoacidos da proteina de fusdo MBP:PLD:CP40. Em destaque, a Maltose Binding
Protein (cinza), o sitio de clivagem para a TEV-protease (grifado), a proteina PLD de C. pseudotuberculosis (verde),
o linker rigido (rosa), a proteina CP40 de C. pseudotuberculosis (azul), e a cauda de histidina (amarelo).

Aminoacid sequence

MKIEEGKLVIWINGDKGYNGLAEVGKKFEKDTGIKVTVEHPDKLEEKFPQVAATGD
GPDIIFWAHDRFGGYAQSGLLAEITPDKAFQDKLYPFTWDAVRYNGKLIAYPIAVEA
LSLIYNKDLLPNPPKTWEEIPALDKELKAKGKSALMFNLQEPYFTWPLIAADGGYAF
KYENGKYDIKDVGVDNAGAKAGLTFLVDLKNKHMNADTDYSIAEAAFNKGETAMT
INGPWAWSNIDTSKVNYGVTVLPTFKGQPSKPFVGVLSAGINAASPNKELAKEFLEN
YLLTDEGLEAVNKDKPLGAVALKSYEEELAKDPRIAATMENAQKGEIMPNIPQMSAF
WYAVRTAVINAASGRQTVDEALKDAQTNSSSNNNNNNNNNNLGIEGRGGENL YFQS
MASPASTANRPVYAIAARVLTTQGVDDAVAIGANALEIDFTAWGRGWWADADGIPT
SAGATAEEIFKHIADKRKQGANITFTWLDIKNPDYCRDARSVCSINALRDLARKYLEP
AGVRVLYGFYKTVGGPAWKTITADLRDGEAVALSGPAQDVLNDFARSENKILTKQK
IADYGYYNINQGFGNCYGTWNRTCDQLRKSSEARDQGKLGKTFGWTIATGQDARV
NDLLGKANVDGLIFGFKITHFYRHADTENSFKAIKRWVDKHSATHHLATVADNPWE
AAAKEAAAKEAAAKEPADLSQAPLKASPGHADKVGVQTTCDAKPIFFGYYRTWRD
KAIQLKDDDPWKDKLQVKLTDIPEHVNMVSLFHVEDNQKSDDQFWETFRKEYQPKL
KERGTRVVRTVGAQLLLNKIKEKGLYGRSVEDDYKYREIARDIYKKYVTDHNLAGL
AVDMALRKVEKRIDLQWQLRKIMGAFSELMGPKAPANEGKKPGHEGYKYLIYDTFD
NAQTSQVGLVADLVDYVLAQTYDKGTKESIDQVWNGFRDKINSCQFMAGYAQPEE
NDTNRFLTAVGEVNKSGAMQVAEWKPDNGVKGGTFAYALDRDGRTYDGDDFTTL
KPTDFAFTKRAIELTTGESSTDLGKATGSRGHHHHHH
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6.1.2 Estrutura 3D da proteina de fusdo PLD:CP40:MBP

Uma representacdo 3D da proteina de fusdo é demonstrada na Figura 1. Nesta
representacdo 3D, verifica-se que o link rigido foi capaz de distanciar a PLD da CP40, além do

que a MBP se apresenta de forma mais afastada das duas proteinas.

Figura 1. Estrutura 3D da proteina de fusdo MBP:PLD:CP40. A estrutura em trés dimensoes foi representada
através do software Chimera. Apresenta-se a MBP em cinza, sitio para a protease TEV em vermelho, PLD de em
verde, o linker rigido em rosa e a CP40 em azul.

Maltose Binding Protein
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6.1.3 Ancoragem da proteina de fusdo em MHC I

Entre os epitopos analisados para a predi¢do de ligagdo com MHC de classe | no
software IEDB, s foi possivel realizar a analise para ligagdo de epitopos com MHC | de bovino
taurino devido a uma limitacdo do servidor de ndo possuir sequéncias de MHC Il para essa
espécie, e de nenhuma das duas classes para ovinos e caprinos. As sequéncias apresentadas
representam as de maior probabilidade de ancoragem com todos os alelos das moléculas
testadas (Tabela 4). Foram selecionadas as sequéncias a partir do inicio da sequéncia da PLD
(posicao 400) por ser o inicio da sequéncia do alvo que se tem interesse para apresentacdo de
epitopos especificos de C. pseudotuberculosis, excluindo assim as sequéncias pertencentes a

MBP que se apresenta apenas como adjuvante.

Tabela 4. Sequéncias com maior probabilidade de ligacdo com MHC | de bovino (Bos taurus). As regides de
inicio e fim de cada sequéncia delimitam a qual das proteinas da proteina de fusdo MBP:PLD:CP40 elas pertencem.

Proteina Inicio Fim Sequéncia
400 408 ASTANRPVY
455 463 ATAEEIFKH
498 506 ALRDLARKY
PLD
555 563 RSENKILTK
632 640 LIFGFKITH
652 660 KAIKRWVDK
756 764 HVNMVSLFH
798 806 VGAQLLLNK
CP40
843 851 LAVDMALRK
983 991 GVKGGTFAY

6.1.4 Ancoragem da proteina de fusdo MBP:PLDCP40 no receptor TLR2

A Figura 2 mostra a representacdo da ancoragem da proteina de fusdo com o receptor
Toll-Like 2. Através das analises realizadas no servidor SwarmDock, foi possivel confirmar
que a proteina de fusdo MBP:PLD:CP40 possui varias regides de ancoragem com o receptor
TLR2 (Figura 2A). E possivel demonstrar as ligacBes que ocorrem entre a proteina MBP e o
receptor (Figura 2B), onde as linhas verdes representam ligacdes de hidrogénio e semicirculos

representam interagdes hidrofobicas.
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Figura 2. Ancoragem da proteina MBP:PLD:CP40 com o receptor TLR2. Visualizacdo da estrutura gerada
pelo software Chimera. (A) TLR2 (receptor) em roxo e a proteina MBP:PLD:CP40 (ligante) com a MBP (cinza),
sitio para a protease TEV (vermelho), PLD (verde) linker (rosa) e CP40 (azul). (B) Estruturas de ligacdo da
proteina MBP:PLD:CP40 com o receptor TLR2. Intera¢des de residuos entre as proteinas fornecidas pelo software
LIGPLOT v.2.2. As linhas verdes representam ligacGes de hidrogénio, semicirculos denotam interacdes
hidrofébicas.
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6.1.5 Clonagem, expresséo e purificagdo

Apos transformagdo das linhagens Origami de E. coli com o plasmideo contendo a
sequéncia da proteina de fusdo MBP:PLD:CP40, realizou-se 0s procedimentos para
superexpressdo da proteina de fusdo em larga escala e posterior purificagdo. A pureza das
amostras foi avaliada em quatro condicGes de lavagem (Figura 3) contendo 40 mM, 60 mM,
80 mM e 400 mM de imidazol. Através da técnica de Western blot, p6de-se avaliar que a
proteina em questdo é a proteina alvo, devido a ligacdo do anticorpo anti-poli-histidina e peso
molecular esperado (Figura 4).

Figura 3. SDS-PAGE 15% evidenciando a purificacio por cromatografia de afinidade da proteina de fuséo
MBP:PLD:CP40. Foram feitas lavagens com diferentes concentrag¢fes de Imidazol 40 mM (40); 60 mM (60); 80
mM (80), e eluicdo com 400 mM (E). As setas pretas indicam a presenca das respectivas proteinas e a letra “M”
corresponde ao marcador molecular, em kDa. Os nimeros ao lado correspondem aos valores de peso molecular
do padréo, em kDa.
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Figura 4. Western blot utilizando anticorpo anti-poli-histidina. M - Marcador molecular. Os nimeros ao lado
representam os pesos moleculares do padréo, em kDa (M).

M 1
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A andlise por espalhamento dindmico de luz mostrou que a proteina estava
monodispersa e livre de agregados proteicos (Figura 5). Em seguida, as amostras foram
dialisadas utilizando tamp&o 50 mM Tris-HCI (pH 8,0), 0,5 mM EDTA e ImM DTT em uma
temperatura constante de 4 °C, por meio da membrana de dialise Fischerbrand (MWCO 6.000-
8.000). Primeiramente, foram realizadas duas dialises de quatro horas cada, e posteriormente,
essas amostras foram dialisadas por 24 horas, obtendo-se as amostras finais para utilizacdo em
ensaios vacinais posteriores.

Figura 5. Plotagem gréfica da analise de DLS da proteina de fusdo. Foram utilizados 10 ciclos de 30 segundos
em temperatura constante de 25 °C.
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A andlise de dicroismo circular pode demonstrar o devido enovelamento da proteina ja

expressa. A Figura 6 demonstra o resultado direto da analise, onde se verifica a correlacéo
entre 0 comprimento de onda e sua eliptcidade molar. A Tabela 5 mostra a porcentagem de

fraces de estrutura secundéria da proteina de fusdo MBP-PLD-CP40, e a Figura 7 traz uma
representacéo tridimensional do enovelamento, de acordo com estes resultados.

Figura 6. Espectro CD-UV caracteristico da proteina de fusdo MBP:PLD:CP40, a 25°C em Tris 20 Mm e
NaCl 100 mM (pH 7,4). O eixo y do grafico corresponde a elipticidade molar em 10° deg.cm?.dmol ™.
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Tabela 5. Porcentagem de fragdes de estrutura secundadria da MBP-PLD-CP40 quimérica de C
pseudotuberculosis, obtidas através de experimentos UV-CD. A deconvolugdo e o calculo das porcentagens de
estrutura secundaria foram realizados pelo software CONTINLL do pacote de software CDPro usando o conjunto
normalized root mean square error deviation.
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Figura 7. Modelo da MPB:PLD:CP40 quimérica usando a versdo AlphaFold-multimero do ColabFold
(EVANS et al., 2021). O modelo estrutural da proteina quimérica foi representado em um desenho mostrando as
folhas B (amarelo), a-hélices (vermelho) e algas (verde).

6.2 Avaliacéao clinica dos animais

Os animais se apresentaram, tanto antes, apos a primeira dose como no reforco, com
coloracdo de mucosa normal, sem apresentacdo de secrecdes anormais e com estado
comportamental e corpéreo normais. As médias da temperatura retal apresentadas foram
39,5°C, 39,6 °C e 39,4°C ap0s a primeira aplicacédo, e 39,2°C, 38,8°C e 38,7°C ap0s dose de
reforco para os grupos G1, G2 e G3 respectivamente. Ao longo de nove semanas apos o desafio,
foram quantificados os granulomas em linfonodos superficiais que apareceram nos animais de
cada grupo, gerando uma taxa de reducéo de 76,9% e de 92,4% nas ocorréncias nos grupos G2
e G3 respectivamente, em relagéo ao grupo controle (Tabela 6). Esses granulomas superficiais
se apresentaram em linfonodos proximos ao local de administragdo do desafio, como linfonodos
axilares, axilares acessorios, esternais, e pré-escapulares, mas em um animal do grupo G2 a

ocorréncia foi no linfonodo parétideo, do mesmo lado da administragéo.
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Tabela 6 — NUumero de lesdes granulomatosas em linfonodos superficiais nos animais de cada grupo
experimental. Ao longo de nove semanas ap6s o desafio, 0 ndmero de ocorréncias de lesdes foi quantificado.
Todas as les@es tiveram identificagdo positiva de C. pseudotuberculosis por Multiplex PCR.

SEMANAS REDUCAO
1° 20 3 4 5 6> 7T° 8° 9° TOTAL

GRUPOS (%)

CONTROLE‘ - - - - 1 2 1 5 4 13 -

FUSAO ‘ - - - 2 - 1 - - - 3 76,9

rPLD+rCP40‘ - - - - - 1 - - - 1 92,4

6.3 Necropsia dos animais

Na necropsia dos animais, foram encontrados seis linfonodos em seis animais com
conteudo granulomatoso no grupo controle, um no grupo G2, e um no grupo G3. Em 6rgéos,
foram encontradas lesdes multifocais em pulmdes de dois animais do grupo controle, e de dois
animais do grupo G2.

Quando avaliadas as lesbes encontradas durante nove semanas pds desafio e na
necropsia, 0 grupo controle totalizou vinte e uma ocorréncias, contra cinco do G2, e dois do G1
(Tabela 7). No cémputo geral considerando os granulomas superficiais tratados ante-mortem,
a reducdo de lesdes nos animais dos dois grupos imunizados quando comparado ao grupo
controle foi de 71,42% no G2 e 90,4% no G3, e ndo apresentaram lesdes 33,3% dos animais no
G2, e 77,7% no G3. Todos os animais do grupo controle apresentaram lesées. O contetdo das
lesbes foi analisado por Multiplex PCR, e foi encontrado fragmentos de DNA especificos da

bactéria em todos eles.
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Tabela 7 — Comparacéo do numero de lesdes granulomatosas nos animais dos grupos experimentais, ante-

mortem e na necropsia. Todas as lesdes tiveram seu contelldo granulomatoso coletado, e todas deram reacao

positivas em Multiplex PCR

ID

ANTE-
MORTEM

NECROPSIA

Controle

01
02
03
04
05
06
07
08
09

Fusao

10
11
12
13
14
15
16
17
18

rPLD
+rCP40

19
20
21
22
23
24
25
26
27

Linfonodos
superficiais

NRPRPRPNRRPREP®

Linfonodos
superficiais

Linfonodos
superficiais

1

Pulm@es Baco Rins Figado Coracdo Linfonodos TOTAL

[ Y

NervrronvbdN A

ANIMAIS SEM LESOES 0 (0%

Pulm@es Baco Rins Figado Coracdo Linfonodos TOTAL

PRRPRP PR

6
REDUCAO LESOES 71,42%

ANIMAIS SEM LESOES 3/9 i33.3%i

Pulmfes Bago Rins Figado Coracdo Linfonodos TOTAL

2

REDUCAO LESOES 90,4%

ANIMAIS SEM LESOES 7/9 i??,?%i
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Como a analise dos animais em necropsia foi realizada em abatedouro, tivemos a
oportunidade de fazer a pesagem das carcacas apds o abate dos animais. Apesar da média de
peso de carcaca dos animais do grupo controle ser menor do que dos grupos proteina de fuséo
e proteinas associadas, ndo foram encontradas diferencas estatisticas significativas quando 0s

grupos foram comparados, a p < 0,05 (Figura 8).

Figura 8. Média de peso das carcagas dos animais dos grupos experimentais. Os resultados de cada grupo em
cada tempo foram comparados pelo teste de one way Anova e de Tukey, com p < 0,05. N&o foram encontradas
diferengas significativas.

Carcass Weight (kg)

6.4 Avaliacéo histopatoldgica do material coletado de necropsia

Nas amostras coletadas dos pulmdes dos dois animais do grupo controle que
apresentaram les6es, foram observadas extensas areas nodulares caracterizadas por granulomas
imunogénicos com centros de necrose liquefativa por heterdlise envoltas predominantemente
por intensos infiltrados inflamatorios mononucleares (macrofagico e linfoplasmocitario),
delimitados por espessa capsula conjuntiva. O parénquima adjacente apresentava discreto
espessamento conjuntivo peribronquilar, com discreta hiperplasia do BALT (bronchus-

associated lymphoid tissue) (Figura 9).
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Com as outras duas amostras coletadas de outros dois animais do G2, foram encontradas
lesbes distribuidas em pequenos focos na pleura visceral, caracterizada por mineralizacéo
envolta por moderados infiltrados inflamatérios mistos, predominantemente macrofagicos e

com presenca de células gigantes multinucleadas (Figura 10).

Figura 9: Analise de sec¢des histoldgicas de lesdes granulomatosas de pulmao de animais do grupo controle.
Obliteracdo de parte do parénquima por extenso granuloma (A) circunscrito por espessa capsula fibrosa (B),
intenso infiltrado inflamat6rio predominantemente mononuclear (C) e regido central com extensa necrose
liquefativa por heterdlise (D) (C, D — destaque). HE.
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Figura 10: Analises de seccdes histologicas de pulmao de animais do grupo proteina de fuséo. Pleura visceral
com mineralizagéo (A) circundada por infiltrado celular predominantemente macrofagico, com células gigantes
multinucleadas (destaque) (B). HE.

6.5 Resposta Imune Humoral

Na sorologia anti-rPLD, observou-se entre os trés grupos uma diferenca estatistica nas
ODs até o desafio, quando entdo ndo se configurou mais a mesma entre 0s grupos testados,
somente entre eles e o grupo controle, sendo visivel uma ampliacéo de reatividade neste ap6s o
desafio. O grupo imunizado com as proteinas associadas produziu apds as duas imunizacdes
mais anticorpos anti-PLD do que os outros dois grupos experimentais, mas ndo depois do
desafio (Figura 11A). Uma cinética parecida foi observada quando as placas de ELISA foram
sensibilizadas com as duas proteinas em conjunto (Figura 11C).

Quando considerada a producdo de anticorpos anti-rCP40, foi observada diferenca
estatistica entre as ODs de todos 0s grupos experimentais ao longo de todo o periodo
experimental, depois das imunizac¢des e também depois do desafio. O grupo imunizado com as
proteinas associadas teve producgdo de anticorpos anti-rCP40 significativamente maior do que
os dois outros grupos durante todo o periodo, e o grupo da proteina de fusdo apresentou maior
producédo de anticorpos do que o grupo controle também durante todo o periodo experimental,
com excecdo do dia 0 (Figura 11B).
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Figura 11: Sorologia dos grupos em relagdo a produgéo de anticorpos anti-rPLD (A), anti-rCP40 (B), e anti-rCP40 e PLD (C). Sao representados no grafico as médias das
ODs de cada grupo com cores distintas, grupo controle em azul, grupo da proteina de fusdo em vermelho e grupo da associacgao de proteinas em amarelo. A existéncia de diferenca
estatistica é representada com *, e a semanas das imuniza¢fes sdo marcadas com quadrado, e do desafio com um circulo. Os resultados de cada grupo em cada tempo foram
comparados pelos testes de one way Anova e de Tukey para multicomparacdes, com p < 0,05.
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6.6 Avaliacdo da producéo de IFN-y e IL-4 especificos

Na avaliacdo da producdo de IFN-y, pode se observar que s6 houve diferenca estatistica
entre o grupo imunizado com as proteinas individualizadas e o controle, no periodo pos-desafio
(Figura 12A). N&o foram observadas outras diferencas estatisticas, principalmente com relacéo
ao controle, durante o periodo experimental. A producdo de interferon foi muito variavel entre
os diferentes animais de cada grupo em cada momento analisado, 0 que pode ser observado
pelo desvio padrdo de cada tempo analisado.

Em relacdo a producéo de IL-4, houve uma diferenca estatistica na producgdo especifica
dessa citocina no momento logo apds a segunda imunizagdo, entre 0 grupo vacinado com as

proteinas individualizadas e os outros 2 grupos. (Figura 12B).
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Figura 10: Producéo de citocinas IFN-y (10A) e IL-4 (10B) dos grupos experimentais e média dos controles negativos de producao. Sao representados no grafico as médias
das ODs de cada grupo com cores distintas, grupo controle em azul, grupo da proteina de fusdo em vermelho, grupo da associagdo de proteinas em amarelo e do controle negativo
em preto. A existéncia de variacdo estatistica representada com * e a semanas das imunizagdes sdo marcadas com quadrado e do desafio com um circulo. Os resultados de cada
grupo em cada tempo foram comparados pelos testes de one way Anova e de Tukey para multicomparagdes, com p < 0,05.
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7.0 Discussao

A vacinologia reversa permite, através de ferramentas de bioinformatica, elucidar
informagOes imunoldgicas importantes, as quais eram mais dificeis de serem obtidas no
processo convencional, facilitando assim o desenvolvimento de uma vacina (RAPPUOLI,
2001). Devido ao alto custo das pesquisas em imunologia, a utilizacdo de softwares de
imunobioinformatica na pesquisa por novos alvos vacinais tem aumentado nos ultimos anos, e
esses dados podem ser analisados com alta preciséo e velocidade usando estas ferramentas de
bioinformatica (OLI et al., 2020). A perspectiva de utilizacdo de proteinas de fusdo ja se faz
presente em conceito vacinal para outras patologias de ovinos, tais como parasitoses
(DEMPSTER et al.,1996) ou viroses (GARG et al., 2016), sendo que existem trabalhos
relatando o uso desta técnica para diferentes fins bioldgicos (TERPE ,2003; CHEN et al., 2013).

Tambeém o estudo para a formulagédo de adjuvantes vacinais tem se desenvolvido muito
ao longo dos anos, pois a estimulacdo de compartimentos especificos do sistema imune é de
fundamental importancia nesse processo (BRITO et al., 2013). Visando este propdsito, a
biologia sintéetica permite a fusdo de moléculas ao material proteico imunogénico proposto com
essa finalidade, como € o caso da Maltose Binding Protein (MBP), a qual ja vem sido descrita
na literatura como uma proteina que tem acgéo de adjuvante intrinseca em modelos vacinais com
proteinas de fusdo, mostrando uma ativacdo do sistema imune através da ligacdo com 0s
receptores Toll-Like (TLRs) 2 e 4 (NI et al., 2014; GONG et al., 2015; LIU et al., 2017). A
inclusdo da MBP ao binémio proteico da C. pseudotuberculosis usado em um dos imunogenos
testado neste estudo foi idealizada em funcdo sua da afinidade com os receptores TLRs 2 e 4,
encontrados nas células apresentadoras de antigeno, e a MBP atuaria como um adjuvante
intrinseco ao complexo proteico vacinal ativando o sistema imune inato, facilitando assim sua
apresentacao aos linfocitos T auxiliares.

Ap0s as imunizagles, 0s animais se apresentaram com alteracdes clinicas compativeis
com a doenca diante das avaliacBes realizadas, estando a afericdo da temperatura retal dos
animais dos grupos dentro da normalidade, de acordo com a literatura clinica classica de clinica
de ruminantes (KANEKO et al.,, 2008). Ndo foram notadas alteracdes que traduzissem
patologias maiores no periodo de observacdo, o0 que traduz a auséncia de efeitos colaterais
vacinais induzida pelas formulag6es vacinais aqui testadas.

Os granulomas superficiais desenvolvidos nos animais durante o estudo e que foram
enderegados para a analise microbioldgica e molecular se apresentaram como descrito por

Batey (1986). Estavam localizados em linfonodos proximos ao local da inoculagdo do desafio.
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Lima et al (2017) relataram que 94,73% dos ovinos da sua pesquisa apresentaram também
lesbes proximas ao local de inoculagdo do desafio, o que confirma, como no presente estudo, o
deslocamento do agente para linfonodos adjacentes.

A reducdo no numero casos de granulomas superficiais nos animais inoculados com a
associacdo das proteinas em relacdo ao grupo controle representa significativamente uma
atividade imunoprotetora das proteinas rPLD e rCP40, quando administradas associadas. Essa
reducdo pode ser recalculada para 90,4% quando forem levados em consideracéo os linfonodos
granulomatosos e outras lesdes encontrados nas carcagas na necropsia. Ja os animais inoculados
com a proteina de fusdo tiveram uma reducédo de lesGes de 71,42%. Esta mesma metodologia
de célculo foi usada por Walker et al (1994), que imunizaram cordeiros somente com a proteina
CP40 e obtiveram uma reducdo de lesdes de aproximadamente 55% em relacdo ao grupo
controle, o que chegou a 60% quando foi utilizada uma dose maior. E interessante notar que 0s
animais do grupo vacinado com a proteina de fusdo neste estudo apresentaram ainda lesdes nos
pulmdes, o que n&o foi visto nos animais vacinados com a associagéo rPLD e rCP40, e este fato
pode estar associado com a ativacdo da resposta imune contra a toxina PLD, restringindo a
disseminacgéo da bactéria para pontos mais distantes do local de inoculagéo, ja que a PLD age
justamente neste aspecto da patogenia da doenca (MCKEAN et al., 2007), funcédo a qual estaria
prejudicada quando da neutralizacdo dessa toxina por anticorpos. E muito provavel que as
proteinas associadas e ndo fusionadas foram mais bem reconhecidas pelo sistema imune do
animal, os quais puderam desenvolver uma resposta imune mais inclusiva e ampla para
diferentes epitopos.

A necropsia reforcou a boa percepcdo ante-mortem dos resultados nos animais
vacinados com as proteinas associadas, pois avaliando as lesfes internas ndo foi possivel
observar lesdes pulmonares (e em nenhum outro érgdo) em nenhum animal neste grupo, sendo
encontradas les6es desse tipo em dois animais vacinados com a proteina de fusdo, e em dois do
grupo controle. Fontaine et al (2006) encontraram lesdes pulmonares em sete dos oito ovinos
desafiados em seu estudo, sendo o periodo de observacdo pds desafio igualmente de nove
semanas, como no presente trabalho. Prescott et al (2002), apds eutanasiarem uma ovelha 454
dias apos desafio, encontraram seis abscessos do tamanho de uma ervilha nos pulmdes deste
animal. Dessa forma, verifica-se que o desafio com C. pseudotuberculosis patogénica pode
induzir comumente lesdes pulmonares, e que o fato de que nenhum animal do grupo imunizado
com as proteinas associadas é resultado de suma importancia, pois pode refletir uma limitagdo

do spread bacteriano.
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Mesmo nao havendo diferencas estatisticas, € importante notar que houve uma diferenca
de aproximadamente dois quilogramas a mais na média do peso das carcagas dos animais
imunizados com as proteinas associadas em relacdo ao grupo controle, o que pode ser
consequéncia da retirada de aparas sanitarias, pois 0 Servigo de Inspecdo Federal em sua
normativa preconiza o descarte completo ou parcial das carcacas que apresentarem lesoes
relacionadas a linfadenite caseosa (BRASIL, 2017). Este fato foi igualmente relatado por
Arsenault et al (2003) em seu estudo canadense, e posteriormente comentado por Patton et al
(2003) quando avaliaram o prejuizo causado pela linfadenite caseosa na ovinocultura. No
presente estudo, esse prejuizo relacionado ao grupo controle representaria aproximadamente
US$ 70,00, de acordo com as expectativas de pagamento confeccionadas pelo abatedouro, e
baseando-se em nove animais do grupo controle e nove animais do grupo imunizado com as
proteinas associadas. Como a linfadenite caseosa € uma doenca de carater crénico, caracterizada
mais pela morbidade do que pela mortalidade, € esperado que com o tempo, caso 0s animais
nédo fossem abatidos, mais les6es aparecessem, principalmente no grupo controle, e os danos ao
couro dos animais (linfonodos superficiais), e as lesdes internas (que podem dificultar a
alimentacdo do animal e interferir em processos fisiolégicos normais) poderiam induzir uma
reducdo ainda maior de ganho de peso desses animais, acarretando maiores diferencgas.

Diferentemente do que poderia ser esperado em termos de imunoativacdo, a analise
histopatoldgica das lesdes granulomatosas pulmonares dos animais do grupo controle
apresentaram uma maior reatividade imunoldgica, quando comparadas com as lesGes
desenvolvidas pelos animais imunizados com as proteinas fusionadas. Isso se traduz pelo
intenso infiltrado linfoplasmocitario encontrado no grupo controle, enquanto o grupo vacinado
apresentou apenas um infiltrado macrofagico, com algumas células gigantes, e menor
reatividade de BALT. O que se figura na comparacdo é que as lesdes encontradas no grupo
controle se aparentam mais a lesbes mais recentes, ainda ativas e em formacéo, enquanto a do
G2 se apresentam como mais maduras e reguladas, ja com formacéo de mineralizagdo. O quadro
apresentado na analise dos animais do grupo controle condiz com o descrito por Singh et al
(2017) em um estudo de caso em um caprino com 0 mesmo agente patogénico. Também em
um experimento comparativo em caprinos com a C. pseudotuberculosis, Mahmood et al (2015),
observaram gue houve uma grande infiltracdo de células inflamatdrias pulmonares nos animais
desafiados, nenhuma no grupo controle ndo desafiado e pequena nos animais que somente
receberam PLD sem serem desafiados. Uma caracteristica classica do desenvolvimento da
linfadenite caseosa € a indugdo de uma hipersensibilidade do tipo IV, com intensa reatividade

celular, quimiotaxia, e formacdo de granulomas (BARRAL et al, 2022b). Um dos processos
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limitantes para a formacdo desses granulomas seria uma reatividade imunoldgica
especificamente dirigida & bactéria, com diminuicdo da carga bacteriana que causa o estimulo
antigénico, em associa¢do com uma resposta imunol6gica também regulatdria, a qual impediria
0 excesso de resposta celular visto na formagdo granulomatosa (BARRAL et al., 2022c). A
auséncia de lesdes no grupo vacinado com as proteinas associadas, e 0 encontro de lesdes
menores e mais maduras nos animais vacinados com a proteina de fusdo, podem indicar entdo
uma reposta imune limitadora da multiplicacdo bacteriana, bem como uma resposta dirigida
ndo somente ativadora, mas também regulatdria. Os dados neste experimento mostram que
imunizacdo prévia dos animais antecipa de forma preparatéria a atividade defensiva modulando
a resposta inflamatéria pds desafio, de modo a evitar uma resposta exacerbada e ineficaz e
inibindo o desenvolvimento de lesdes com maiores dimensfes, como pode ser constatado no
grupo G3 do presente estudo, no qual além da rPLD foi utilizada também a rCP40 como
imundgenos.

A andlise das respostas imune celular e humoral desenvolvidas pelos animais
imunizados com ambas as formulagdes vacinais confirmam os aspectos acima discutidos sobre
a relacdo da resposta imune induzida com a diminui¢cdo do namero de lesdes, e também a
formacéo de lesbes menores e mais maduras nos animais imunizados. As sorologias anti-rPLD,
anti-rCP40 e anti-rPLD e rCP40 demostraram que, como era naturalmente esperado, o nivel de
anticorpos dos animais imunizados eleva-se substancialmente apds a primeira imunizagéo,
mantém-se elevadas ap0s a segunda imunizagdo, e também se mantem significativamente
maiores apos o desafio. De forma interessante, os animais vacinados com as proteinas
associadas apresentaram niveis de anticorpos anti-rCP40 maiores até mesmo do que 0s animais
imunizados com a proteina de fusdo, 0 que se manteve apos o desafio. Como anteriormente
elocubrado, os anticorpos anti-PLD agem basicamente inativando esta toxina, 0 que podem
entdo limitar o spread bacteriano no hospedeiro, levando em consideracéo o fato de que a PLD
age justamente criando um ambiente favoravel a mobilizacdo da bactéria no organismo do
hospedeiro (MAHMOOD et al., 2015). J& com relagdo a CP40, esta teve sua atividade
reclassificada, pois antigamente acreditava-se que tinha uma funcéo de proteina quinase, e foi
visto por Shadnezhad et al (2016) que a mesma contém um motivo hidrolase de glicosideo,
hidrolisa glicanos biantenarios em imunoglobulinas humanas e ovinas; a sua neutraliza¢do por
anticorpos entdo resultaria numa menor atividade inibitéria da resposta humoral.

As proteinas aqui utilizadas ja haviam sido testadas isoladamente em outros trabalhos,
sendo a PLD testada ha mais tempo e mais amplamente (HODGSON et al., 1994; 1999; SELIM

et al., 2010; 2016), propiciando nestes estudos uma protecdo parcial, e uma maior inducéo de
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resposta imune humoral. Quanto a CP40, mais recentemente testada, também acarretou uma
protecdo parcial, mas com inducdo de resposta imune celular (DROPPA-ALMEIDA et al.,
2016). Silva et al (2014) observaram, analisando a producdo de 1gG1l em camundongos
imunizados com a CP40, um aumento significativo desta imunoglobulina apds o décimo quinto
dia posterior a imunizacdo. O fato de que a proteina de fusdo foi menos efetiva do que as
proteinas simplesmente associadas na indugdo de resposta imune humoral, principalmente anti-
rCP40, pode estar relacionada com a disposicao espacial das duas proteinas quando fusionadas
e a disponibilidade dos epitopos de cada uma quando fusionadas ou associadas, sendo que a
fusdo pode ter deixado algumas regides com epitopos ndo tdo acessiveis quanto ocorre quando
as proteinas nao estdo fusionadas.

Como no presente trabalho, a imunizacdo com as duas proteinas fusionadas ou
associadas so se fez até 0 momento no estudo de Barral et al (2022a), quando foram testadas
em modelo murino, e onde se obteve um maior efeito imunoprotetor com a proteina de fuséo,
0 inverso do que ocorreu quando agora testadas em ovinos. E importante ressaltar, contudo, que
as concentracfes dos imunogenos inoculados e o adjuvante usado no experimento com murinos
foram diferentes, sendo utilizado o adjuvante saponina nos camundongos. O adjuvante proposto
neste experimento ja fora usado em experimentos vacinais em ruminantes e com outros
patogenos, com comprovada eficicia na estimulacéo de células Thl, e desta forma atingindo
ndo s6 uma maior resposta celular, mas subsequentemente também defesa humoral baseada em
anticorpos opsonizantes (KHORASANI et al.,, 2016; ZHU et al.,, 2020). Quanto as
concentracdes de PLD, foram estipuladas concentracfes baseadas em estudos anteriores
(SELIM et al., 2016; MOUSSA et al., 2016). Ja em relacdo a CP40, um Unico estudo em ovinos
realizado por Walker et al (1994) preconiza a administracao de 5 pg; porém no presente trabalho
optou-se por igualar as concentracGes de ambas as proteinas para obter um melhor efeito
comparativo.

Na analise de producao de citocinas apos estimulo especifico em cultivo celular, pode-
se notar que a imunizagcdo com as proteinas associadas possibilitou um aumento significativo
na producao de interferon-gama ap6s o desafio, de modo semelhante aos observados no trabalho
realizado em caprinos por Moura-Costa et al (2008) utilizando uma vacina atenuada, ndo sendo
essa producao significativa antes do desafio nem para o grupo de proteinas associadas e nem
para o de proteina de fusdo. Em um estudo utilizando a mesma metodologia de dosagem, houve
aumento significativo na producdo de IFN-y apds desafio experimental, sendo o maior deles
posterior a umaterceira dose, que ocorreu 300 dias depois da primeira (PRESCOTT et al, 2002).

Em murinos, Vale et al (2016) obtiveram resultados de aumento nos niveis de IFN-y no
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sobrenadante de cultivo 60 dias ap6s o desafio. O IFN-y é uma citocina especifica da resposta
imune celular do tipo Thl, sendo produzida principalmente pelos linfocitos auxiliares
estimulados pela apresentacdo com antigenos; esta citocina tem uma funcdo primordial na
imunidade, sendo capaz de estimular a ativacdo de outros linfocitos auxiliares e mesmo de
citotoxicos, e aumenta a capacidade fagocitica de macrofagos, sendo entdo essencial para a
resposta a microrganismos intracelulares (GHANAVI et al, 2021). Entdo, a capacidade
induzida pela vacinacdo com as proteinas associadas de ativacdo da imunidade celular mediada
por interferon-gama pode ter sido essencial para a diminuicdo significativa do nimero de lesGes
associadas com o desafio.

Algo que também se percebe com a mensuragdo da producgdo de interferon-gama é a
grande variabilidade das respostas, onde animais de um mesmo grupo e imunizados com uma
mesma formulacao vacinal tiveram respostas bem dispares, aumentado dessa forma os desvios
padrdes encontrados. Esse fato, em uma visdo inicial, pode ser contabilizado em uma possivel
falha na dosagem da citocina ou do estimulo in vitro, mas achados anteriores de nosso grupo
de pesquisa fundamentam esse resultado. Reboucas et al (2011), ao tentar utilizar a dosagem
especifica de interferon-gama apds estimulo in vitro como metodologia de diagnostico de
infeccdo pela bactéria, observaram que as producdes desta citocina em animais naturalmente
infectados com C. pseudotuberculosis é extremamente variavel, o que inviabiliza a ado¢do de
tal técnica como opc¢éo diagndstica, e que justifica os resultados por n6s encontrados.

O aumento significativo da producdo de IL-4 foi notado somente no grupo imunizado
com as proteinas associadas, logo depois da segunda imunizacdo. Em murinos, Ribeiro et al
(2014) observaram o aumento de IL-4 em cultivo de esplendcitos de animais imunizados com
uma dose de reforco de uma vacina baseada em um mutante atenuado de C. pseudotuberculosis
antes do desafio, de modo semelhante ao trabalho de Rezende et al (2020) também com murinos
e utilizando proteina recombinante como imundgeno, como ocorrido neste estudo. Pinho et al
(2009), mesmo uma semana apds a terceira dose de um imunizante contendo proteina
recombinante, e 45 dias apds a primeira, ndo observaram este aumento nesta citocina, 0 mesmo
ocorrendo no trabalho de Barral et al (2022a).

A producdo e liberacdo da IL-4 regula a especializacdo das células T virgens em células
Th2 (RAZALI et al, 2020). E uma citocina envolvida com aspectos mais inerentes a respostas
cronicas do que agudas, sendo fundamental para uma posterior regulacdo da resposta induzida
por interferon-gama, pois regula especificamente a producdo desta citocina, e induz fatores que
sdo ligados a remodelacdo tecidual e ativacdo alternativa de macréfagos (JUNTILLA, 2018).

Essa funcdo da IL-4 pode estar associada diretamente ao nosso resultado encontrado nos
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granulomas pulmonares de animais vacinados, com a apresentacdo de uma lesdo mais madura
e regulada, exibindo entdo a importancia dessa citocina durante a resposta imune contra a

bactéria.

8.0 Conclusédo

Este estudo demonstrou a viabilidade imunogénica de uma vacina composta da
associacao das proteinas rPLD e rCP40, através de seus resultados clinicos, soroldgicos e de
producéo de citocinas, os quais se apresentaram satisfatorios, bem como de reducéo do nimero
de lesbes e de animais enfermos. Quanto a proposta de vacina contendo como imundégeno a
proteina de fusdo MBP:PLD:CP40, apesar dos resultados clinicos, sorologicos e de producao
de citocinas terem se apresentado positivos, se fazem necessarios novos testes para averiguagdo
quanto a possiveis fatores limitantes destes resultados, como a concentracdo da proteina na
dose, desenho de uma proteina de fusdo contendo um linker maior que possibilite a exposi¢cdo

maior dos epitopos, ou mais doses no esquema vacinal, por exemplo.

9.0 Consideragdes finais

E inegavel o prejuizo na caprino e ovinocultura causado pela linfadenite caseosa em
todo o mundo, e desta forma a busca por uma profilaxia vacinal eficiente se faz necessaria.
Como para outras patologias, a biotecnologia tem sido um instrumento de extremo valor nesta
busca, pois especifica objetivos e reduz tempo de processos, justificando com isso a ampliacédo
dos estudos para obtencao de resultados verdadeiramente viaveis, e de forma célere.

O presente estudo demonstra duas formulagdes vacinais, as quais ndo induziram efeitos
colaterais, tiveram efeito de inducdo da ativacdo das repostas imunes celular e humoral, e
induziram efeito imunoprotetor caracterizado pela reducdo do nimero de lesdes e de animais
enfermos. Assim, espera-se que um curto prazo possamos realizar estudos mais inclusivos, com
um maior nimero de animais, para confirmar esse potencial imunogénico e imunoprotetor, bem
como a auséncia de efeitos colaterais, visando entdo a colaboracdo com empresa para posterior

desenvolvimento de produto comercial a ser utilizado na caprino e ovinocultura.
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Abstract

Caseous lymphadenitis (CLA) is a disease that affects small ruminants, and the best way to prevent its spread on a herd is
through immunoprophylaxis. Thus, we aimed to evaluate the MBP:PLD:CP40 fusion protein as a new CLA immunogen. The
fusion protein was constructed by combining Corynebacterium pseudotuberculosis PLD and CP40 proteins with maltose-
binding protein (MBP) as an intrinsic adjuvant. The antigenicity, allergenic potential, prediction of B epitopes, binding to
MHC receptors, and docking on the Toll-Like 2 receptor were evaluated in silico. MBP:PLD:CP40 was expressed and puri-
fied. 40 BALB/c were divided into four groups (G1 — control, G2 — Saponin, G3 — MBP:PLD:CP40, and G4 — rPLD +1CP40).
Total 1gG, 1gG1, and 1gG2a were quantified, and the expressions of cytokines after splenocyte in vitro stimulation were
assessed. Mice were challenged 42 days after the first immunization. The in silico analysis showed that MBP:PLD:CP40
has immunogenic potential, does not have allergic properties, and can dock on the TRL2 receptor. MBP:PLD:CP40 stimu-
lated the production of 1gG1 antibodies in a fivefold proportion to 1gG2a, and TNF and IL-17 were significantly expressed
in response to the antigenic stimuli. When rPLD and rCP40 were used together for immunization, they could induce IFN-y
and IL-12, but with no detectable antibody production. The G3 and G4 groups presented a survival of 57.14% and 42.86%,
respectively, while the G1 and G2 mice were all dead 15 days after the challenge. MBP:PLD:CP40 partially protected the
mice against C. pseudotuberculosis infection and can be considered a potential new CLA immunogen.

Key points

® The fusion protein induced more IgG 1 than IgG2a antibodies;

® The fusion protein also induced the expression of the TNF and IL-17 cytokines;
o Mice inoculated with MBP:PLD:CP40 presented a 57.14% survival.

Keywords Caseous lymphadenitis - Immunoinformatics - Vaccine development - Recombinant proteins
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Universidade Federal da Bahia

{071) 3283-6701/6702/6718
Coud uMboDumba br

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada “PROTEINA DE FUSAO PLD:CP40 PARA O
DMUNODIAGNOSTICO DALINFADENITE CASEOSAEM PEQUENOS RUMINANTES E
ESTUDOS IMUNOPROFILATICOS EM MODELO MURINO E EM OVINOS”, registrada
com o o° 192021, sob a respapsabilidade do pesquisador RICARDO WAGNER DIAS
PORTELA, e que ecvolve a producao, mammenco ou utilizacio de animais pertencentes ao filo
Chordata, subfilo Verebrata (exceto humanos), encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n°
11.794, de 8 de curubro de 2008, do Decreto o° 6.899, delS&ml.ln(hm £ (O 35 DOImas
editadas pelo Comselho Naciocal de Comtrole da Experimentacio Animal (CONCEA), e foi
aprovada pela (x}&ﬂSSAODEEnCANOUSOIEMA]S((HLA)dchoh&MM
Veterinana da Universidade Federal da Bahia, em reuniio de 21.06.2021L

Finalidade ()Ensino (X) Pesquisa ( JExtensdo
Vigincia da awtorizacio 101092021 2 31082023
Especalimhagem/raca Carmmdonzos (s muscubss) e Ovinos (Ovis aries)
N* de anamais Carmmdongos: 50
Ovimos: 30
Total: 80 amimass
PesoTdade (N3 informado / 2 meses
Sexn Machos e Femeas
Origem Carmmdonzos — anm Comercial - Gramja R G
Animais e Derivad
Ovinos - Unidades de produgao de paquenos numinamtss da

Sahadar, 15072021

-~ "
EE
LUCIO LEOPOLING ARACAO DA SILVA

Coundenadur CELIAMEY Z
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