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Apresentacao

A biotecnologia pode ser definida como uma ciéncia que utiliza sistemas
biologicos e/ou organismos vivos em aplicacoes tecnoldgicas visando desenvolver
ou modificar produtos ou processos, sendo que suas aplicacoes mais importantes
estao relacionadas com a area agraria e ambiental, saude e ciéncia dos alimentos.

A Coletanea “Biotecnologia: Aplicacao tecnoldgica nas ciéncias agrarias e
ambientais, ciéncia dos alimentos e salide” é um livro que aborda o conhecimento
cientifico através de 16 artigos divididos em trés grandes areas: Agrarias e
Ambientais, Ciéncia dos Alimentos e Saude.

A area “Agrarias e Ambientais”, € apresentada através de seis artigos que
tratam sobre temas de imensa importancia como avaliagcao da qualidade da agua,
germinacao de plantas, fitotoxicidade de antibiéticos, produgao de biomassa e
prospeccao de genes.

A area de “Ciéncia dos Alimentos”, € composta por cinco artigos que abordam
temas referentes a aplicacao de bactérias na producao de alimentos, estabilidade
de compostos antimicrobianos, producdo de corantes naturais, producado de
hidrolisados proteicos e producao de lacases.

A area de “Saude”, aborda diante da publicacao de cinco artigos, temas
relevantes sobre método de determinacao da int-cfDNA, eficacia de vacina para a
linfadenite caseosa, estudo piloto de biomarcadores em carcinomas, efeito de dietas
suplementadas com microalgas, genes alvo para o controle in vitro das condicoes de
estresse térmico e oxidativo em condicdes de estresse in vitro.

Através desta obra pretende-se oferecer um instrumento tedrico e
metodoldgico para auxiliar nos estudos e ampliar o conhecimento sobre a
biotecnologia aplicada nas areas descritas. Por fim, desejamosa todos
uma excelente leitura e 6timas descobertas!

Vanessa Bordin Viera
Natiéli Piovesan
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RESUMO: As vacinas comercialmente disponiveis para a linfadenite caseosa (LC)
apresentam limitacoes, baixa eficacia e reacdes adversas, sendo constante a busca
por novos alvos. A fosfolipase D (PLD) surge como um dos principais fatores de
viruléncia, atuando como fator de permeabilidade e contribuinte para a propagacao
da infeccao de Corynebacterium pseudotuberculosis. Objetivou-se avaliar a eficacia
da proteina rPLD em vacina recombinante de subunidade. Um fragmento do gene
pld foi amplificado e clonado no vetor pAE. O plasmideo transformado em Escherichia
coli Star e a proteina expressa e purificada. Realizados experimentos de imunizacao
e desafio em camundongos Balb/c (CEEA UFPel n°® 2422). Em grupos: G1, 300 ul
solucao salina 0,9%; via s.c.; G2, 50 yg de rPLD + 7,5 ug de saponina em 300 pl, via
s.c.; e G3, bacterina da cepa MIC-6 de C. pseudotuberculosis. ELISA indireto foi
realizado para avaliar os niveis IgG total, IgG1 e IgG2a. Desafio realizado com a cepa
MIC-6 (UFC) de C. pseudotuberculosis no dia 42 poés-imunizacao e os animais
observados por 30 dias. Observou-se que a rPLD foi capaz de induzir protecdo de
30% nos camundongos desafiados. Niveis de IgG total especifica para rPLD se
mostraram estatisticamente maiores no grupo experimental G2 em relacao aos
controles, em ambos dias. IgG1 e IgG2a também demonstraram niveis elevados em
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G2 no dia 42, sugerindo perfil misto de resposta imune Th1/Th2. A proteina rPLD
apresentou-se promissora na formulacao de vacinas de subunidade para LC, uma
vez que foi capaz de induzir protecao parcial e resposta humoral em camundongos.
PALAVRAS-CHAVE: Corynebacterium pseudotuberculosis, Fosfolipase D., Vacina
recombinante de subunidade, Linfadenite caseosa.

1. INTRODUCAO

A criacao de caprinos e ovinos no Brasil € uma atividade em ascensao e
bastante desenvolvida, o pais conta com um efetivo de aproximadamente 9.614.722
caprinos e 18.410.551 ovinos, destacando-se as regioes Sul e Nordeste, que contam
com o maior nimero destes animais (PORTO et al., 2013; IBGE, 2015). Mesmo com
o0 grande contingente, o pais apresenta baixos niveis produtivos na
ovinocaprinocultura em relacado a outros paises produtores em decorréncia da nao
adocao de novas tecnologias pelos produtores e principalmente por praticas de
manejo inadequado e mas condicoes sanitarias, o que se reflete em altas taxas de
morbidade (PEDROSA et al., 2003; ALENCAR et al., 2010). No aspecto sanitario, as
limitacoes sao diretamente relacionadas ao deficiente e/ou ausente controle de
enfermidades, onde diversas doencas ocorrem com facilidade e sao apontadas
como responsaveis pela reducao da produtividade, dentre elas é importante
destacar a linfadenite caseosa (LC) (GUIMARAES FILHO et al., 20086).

A LC é uma doenca infectocontagiosa, cronica, de ocorréncia mundial,
caracterizada pelo desenvolvimento de abscessos encapsulados, podendo ser
encontrados em linfonodos superficiais (LC externa) e viscerais (LC interna), podendo
0 animal apresentar enfraquecimento geral e baixa producao de carne e leite, e até
mesmo causando sua morte no caso de caprinos e ovinos (ALENCAR, 2010;
DORELLA et al., 2009; PATON et al.,, 2003). O patégeno também foi isolado em
bufalos, veados, porcos espinhos, llhamas e camelos (DORELLA et al., 2006). No
Brasil a LC se apresenta de forma endémica, possuindo uma prevaléncia clinica de
30%, a prevaléncia varia quando o fator hospedeiro é analisado, sendo maior em
ovinos do que em caprinos. No entanto, nas duas espécies, a patologia é mais
observada em animais adultos, refletindo uma maior exposicao aos fatores de risco
(AL-RAWASHDEH et al., 2000; RADOSTITS et al., 2002).

Areas criticas do corpo do animal, como mandibula, regido crural ou Gbere, se
afetadas podem comprometer sua mastigacao e locomocao, além de reduzir
consideravelmente a producao de carne, leite e 13, tornando o prejuizo da LC ainda
maior (AL-GAABARY et al., 2009). As perdas econdmicas possuem ampla distribuicao
e sao relatadas em varios paises, destacando-se paises em desenvolvimento, como
o Brasil, onde as ovelhas e cabras sao de crescente importancia econdmica (RIBEIRO
etal., 2014).

Esta enfermidade tem como agente etiologico a bactéria Corynebacterium
pseudotuberculosis, caracterizado como um bacilo Gram-positivo pleomérfico,
pequeno, irregular, imovel, anaerdbico, intracelular facultativo de macrofagos,
fermentativo e nao formador de esporos, fazendo parte do grupo dos actinomicetos,
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juntamente com os géneros Mycobacterium, Nocardia e Rhodococcus, que possui
caracteristicas comuns, principalmente relacionadas a composicao da parede
celular, contendo peptidoglicanos, arabinogalactaneos e acidos micélicos, além de
uma alta proporcao de guanina e citosina no genoma (DORELLA et al., 2006).

E importante destacar que apesar de sua importancia como doenca
endémica, nao existe um diagnostico subclinico, tratamento ou vacina que sejam
realmente eficientes na deteccdo e combate a LC (GUIMARAES et al., 2011).

0 diagnoéstico mais utilizado por produtores e médicos veterinarios é o clinico,
sendo realizada principalmente a observacdo macroscopica dos abscessos
superficiais externos. Ja o teste definitivo, considerado padrao-ouro para a doenca é
realizado a partir do isolamento da bactéria diretamente do material caseoso
drenado dos linfonodos acometidos do animal e cultivo bacteriolégico, seguido por
testes bioquimicos (RIBEIRO et al., 2001; WILLIAMSON, 2001). Porém, os testes se
mostram dispendiosos para os produtores, € no caso bioquimico pouco sensivel e
incapaz de detectar animais de fase assintomatica. Conforme ja descrito por Dorella
et al.,, 2006, até o momento, nenhum diagnéstico clinico precoce dos animais
infectados que evitaria que estes entrassem em contato com o restante do rebanho
e disseminassem a infeccao foi estabelecido com total eficiéncia, contribuindo assim
como um obstaculo na erradicacao da LC.Sem o diagnostico eficaz, a transmissao
de C. pseudotuberculosis € aumentada, e se da principalmente pela ruptura dos
abcessos, cujo material excretado contém um elevado numero de microrganismos
viaveis, estes suficientes para infectar um rebanho sadio em toda sua totalidade. Os
aerossOis provenientes de descargas oro-nasais de animais com abscessos
pulmonares, ou através da presenca de bactérias vivas no ambiente também sao
fonte de transmissdo (RADOSTITS et al., 2002; GUIMARAES et al., 2011).

A capacidade desse agente infeccioso em sobreviver no solo por um periodo
de aproximadamente oito meses, juntamente com outros fatores, como ferimentos
na pele dos animais ocasionados por procedimentos de rotina (tosquia, castracao),
sao considerados fatores de risco e culminam por agravar ainda mais a
transmissibilidade da LC (ALVES; PINHEIRO, 1997).

Com a penetracao no hospedeiro, o0 microrganismo é capturado localmente
por células fagocitarias, como neutréfilos e macrofagos. Apés a fagocitose, o
fagossomo se funde ao lisossomo, porém, a bactéria continua a se multiplicar no
interior dos fagolisossomos, levando a degeneracao e morte celular dos macréfagos.
A incapacidade de eliminacao da bactéria pelos fagocitos ocorre pela presenca da
camada lipidica bacteriana e a resisténcia da bactéria ao 6xido nitrico produzido
pelos macrofagos (BOGDAN et al., 1997; SONGER et al., 2005). O fato de ocorrer
esta multiplicacao desordenada da bactéria no interior dos macrofagos, leva o
hospedeiro a restringir a infeccao através de piogranulomas, estes sao
caracterizados pelo encapsulamento ou envelopamento das células infectadas pela
bactéria (BATEY, 1986). Com estes acontecimentos, existe uma mudanca no perfil
de citocinas expressas durante a infeccao e uma alta producao de anticorpos contra
antigenos bacterianos como, por exemplo, a fosfolipase D (PLD) (DORELLA et al.,
2009).
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Existe uma constante busca por uma vacina ideal a LC. A mesma deve
fornecer uma protecao elevada e de longa duracao, que permita a diferenciacao
entre animais vacinados e infectados, sem provocar reacdoes adversas nos
imunizados (DORELLA et al., 2006). Diante disso, diferentes estratégias vacinais tém
sido testadas, como o uso de bactérias atenuadas e mortas (BROGDEN et al., 1990;
LEAMASTER et al., 1987; SIMMONS et al., 1998), vacinas de DNA (CHAPLIN et al.,
1999), fracdbes contendo antigenos da parede bacteriana (BRAGA, 2007),
sobrenadantes da cultura bacteriana (EGGLETON et al., 1991), uma mistura de
componentes celulares e sobrenadantes (BRAGA, 2007; EL-ENBAAWY et al., 2005)
e até mesmo vacina viva recombinante com gene pld inativado, que foi utilizada para
imunizar ovelhas via oral, demonstrando certa protecao e altos niveis de resposta
humoral e celular (HODGSON et al., 1994). Estas preparacoes ofereceram certo grau
de protecao contra infeccoes experimentais, e até mesmo naturais; contudo, os
niveis de protecao sao muito variaveis e a severidade das lesdes € bastante
discutida. Em contrapartida, a estratégia de vacina de subunidade recombinante ja
alcancou bons resultados, como exemplo descrito por Silva e colaboradores em
2014, em que, a proteina recombinante CP40 em associacao ao adjuvante saponina
conferiu 90% de protecao a camundongos apos o desafio com a cepa virulenta de C.
pseudotuberculosis. As vacinas recombinantes de subunidade vém sendo
consideradas promissoras, por causar menos efeitos colaterais e ser mais especifica
e segura por utilizar antigenos altamente purificados, sendo o sucesso deste tipo de
vacina atribuido ao seu alvo, onde, fatores de viruléncia sao candidatos promissores
(DROPPA-ALMEIDA et al., 2016; SILVA et al., 2014).

Os determinantes de viruléncia da bactéria sdo essenciais para a sua
patogenicidade, e a introducao de novas tecnologias como analises de exoproteoma
sao fundamentais no desenvolvimento de novos estudos capazes de identificar
proteinas secretadas/excretadas pela bactéria (BASTOS et al., 2012). Mesmo com
estudos paralelos, novas abordagens e descobertas os determinantes de viruléncia
de C. pseudotuberculosis mais estudados até o momento sao os lipideos toéxicos
encontrados na superficie da parede celular da bactéria e a fosfolipase D (PLD)
(MCKEAN et al., 2007).

A PLD é uma potente exotoxina, considerada o maior fator de viruléncia de
C.psudotuberculosis, atuando como um fator critico na disseminacao da bactéria do
sitio de infeccao aos linfonodos, uma vez que sua enzima cataliza a dissociacao da
esfingomielina, presente na membrana de células animais (BAIRD; FONTAINE, 2006;
DORELLA et al. 2006; HODGSON et al., 1999). Também pode estar associada a um
efeito letal sobre macréfagos, visto que a exotoxina causa danos e até mesmo a
destruicao destas células de defesa, além disso exerce atividade citotoxica e
dermonecrotica. A fosfolipase D € capaz de ativar ions calcio e magnésio, possuindo
citotoxicidade direta quando inoculada em roedores de laboratorio e também
promove a lise de eritrocitos ovinos e bovinos nos meios de cultura (RIBEIRO et al.,
2010).

Assim, objetivou-se avaliar a eficacia da proteina rPLD de Corynebacterium
pseudotuberculosis em uma vacina recombinante de subunidade quanto a inducao
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de protecao e resposta imune humoral em camundongos.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Cepas e condicoes de cultivo

Quatro cepas foram utilizadas neste experimento, a cepa 1002 atenuada e
MIC-6 patogénica de C. pseudotuberculosis; TOP 10 e BL21 (DE3) Star de E. coli.

Culturas de C. pseudotuberculosis foram incubadas a 37°C por 72 h sob
agitacao, em meio Infusao de cérebro coracao (BHI, Acumedia). Cepas de Escherichia
coli foram cultivadas em meio LB (Luria-Bertani), e quando necessario em sua forma
sélida (adicionado de 1,5% de Agar para uso bacteriolégico) a 37°C por 16 h,
podendo ser suplementado com o antibidtico ampicilina (100 ug/mL; Sigma-Aldrich)
guando necessario.

2.2. Clonagem, expressao e purificagdo da proteina rPLD

Para a clonagem, foi utilizado um fragmento de 825 pb do gene pld,
amplificado utilizando a técnica de reacao em cadeia da polimerase (PCR). Tanto o
produto obtido através da técnica de PCR, quanto o vetor de expressao pAE (RAMOS
et al., 2004) foram submetidos a restricao das enzimas BamHI e EcoRI (Fermentas)
separadamente, afim de tornar suas extremidades coesivas. A ligacao entre vetor e
inserto foi realizada com a enzima T4 DNA Ligase (Fermentas) e transformado em E.
coli TOP10. O plasmideo pAE/pld recombinante foi transformado por choque térmico
em Escherichia coli BL21 (DE3) Star, e a expressao da proteina induzida com 1 mM
de IPTG por 3 h a 37°C em agitador orbital. Para a purificacdo da proteina
recombinante, a cultura bacteriana foi centrifugada e o pellet foi suspendido em
tampao salino fosfato (PBS, pH 7,4) contendo 100 mg/ml de lisozima, sonicado 15
vezes por 15 segundos (20 Khz). Apés uma centrifugacao a 7000 rpm por 15
minutos a 4 °C, o pellet foi solubilizado com tampao Akta Wash com uréiaa 8 M (200
mM NaH2P04; 500 mM NaCl, 5 mM Imidazole; 8 M Urea pH 8.0). A proteina
recombinante foi purificada utilizando a coluna de cromatografia por afinidade
HisTrap™ HP (GE Healthcare). Em seguida procedeu-se a dialise em tampao Tris 100
mM-NaCl 300 mM.

Para avaliacao da identidade da proteina rPLD, foi realizada uma eletro-
transferéncia das amostras contidas em gel SDS-PAGE 12% para a membrana de
nitrocelulose (Nitrocellulose Blotting Membrane - GE Health Care). Apdés a
transferéncia, a membrana foi bloqueada com solucao de PBS-leite em pd (5%) por
16 h a 4°C. Em seguida, a membrana foi lavada trés vezes com PBS-T (0,05% Tween)
com 30 s de agitacao cada, e posteriormente, foi adicionado o anticorpo monoclonal
anti-6Xhistidina (Sigma Aldrich) na diluicao de 1:4000 em PBS-T, permanecendo por
1 h em leve agitacao. O protocolo de lavagem foi novamente utilizado, nas mesmas
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condicoes, e a membrana foi novamente submetida a leve agitacao, agora, com o
anticorpo anti-camundongo conjugado com peroxidase (Sigma Aldrich), na diluicao
de 1:4000 também em PBS-T. Por fim, a membrana foi lavada cinco vezes, utilizando
ciclos de 1 min cada, com PBS-T e as bandas reativas foram reveladas utilizando
solucao reveladora baseada em 3,3 - diaminobenzidina tetrahidrocloreto (DAB) e
H20o5.

2.3. Experimentos de imunizac¢ao e desafio

Para os experimentos de imunizacao foram utilizados 30 camundongos
Balb/c fémeas, com 6 a 8 semanas de idade, susceptiveis a infeccao por C.
pseudotuberculosis, alocados em 3 grupos de 10 animais, imunizados com 2 doses
da vacina recombinante em intervalo de 21 dias (Tabela 1). O experimento foi
aprovado pelo Conselho de Etica da Universidade Federal de Pelotas (CEEA UFPel n°
2422). As vacinas foram formuladas e armazenadas sob agitacao a 4°C por 16 h
antes de sua utilizacao. As coletas de sangue foram realizadas nos dias O, 21 e 42
do experimento. O Desafio utilizando a cepa MIC-6 (104 UFC) de C.
pseudotuberculosis foi realizado no dia 42 pés-imunizacdo e os animais foram
observados por 30 dias.

Tabela 1: Grupos e formulagdes vacinais administradas.

Grupo Formulacao Volume final Via de administracao
G1 Soluc¢do salina 0,9% 300 pl Subcutanea
G2 50 pg de rPLD + 7,5 yg de saponina 300 pl Subcutanea
G3 Bacterina da cepa MIC-6 (106 UFC) 100 ul Intraperitoneal

2.4. Avaliacao da resposta imune humoral

ELISA indireto foi realizado para avaliar os niveis de IgG total, IgG1 e 1gG2a
utilizando os soros coletados nos dias 0, 21 e 42 p6s imunizacao. Para isso, placas
de poliestireno de 96 cavidades de fundo chato (Maxisorp-Nunc) foram
sensibilizadas com 100 ng por cavidade da proteina rPLD em tampao carbonato
bicarbonato pH=9,8 e incubadas a 4°C por 16 h. Apods, as placas foram lavadas trés
vezes com PBS-T (PBS 1X pH= 7.4; 0,05 % Tween 20) e bloqueadas com 200
uL/cavidade de leite em p6 desnatado 5 % diluido em PBS-T por 1 h a 37°C.
Posteriormente, as placas foram lavadas trés vezes com PBS-T. Em seguida foram
adicionados 100 uL/cavidade das amostras dos soros de camundongos, na diluicao
de 1:50, em duplicata. Ap6s uma hora de incubacao a 37°C e trés lavagens com PBS-
T, foram adicionados 100 plL/cavidade do anti-IgG de camundongo conjugado com
peroxidase (Sigma Aldrich) na diluicdo de 1:5000. Seguido de uma hora de
incubacao a 37°C e trés lavagens com PBS-T, 100 plL/cavidade de solucao
reveladora (200 moles ortofenilenodiamina [OPD, Sigma] diluido em 10 mL de
tampao citrato-fosfato pH=7,6 e 50 uL de H202) foram adicionados. A absorbancia
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foi medida a 492 nm utilizando um leitor de placas de ELISA (Mindray).

2.5. Analise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o software GraphPad
Prism versao 6.0 para Windows (GraphPad Software, USA). Diferencas entre a
producao de IgG nos diferentes grupos foram calculadas pelo one-way ANOVA,
seguido pelo pos-teste de Tukey. Os dados foram considerados estatisticamente
significativos quando p < 0.05.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Obtencao da proteina rPLD

Um Western blot foi realizado utilizando anticorpo monoclonal anti-6xhistidina
para a confirmacao da identidade da proteina recombinante (Figura 1). A identidade
da proteina rPLD pode ser observada, através de uma banda reativa com
aproximadamente 31 kDa. A proteina rPLD foi expressa por E. coli como corpos de
inclusao, e foi solubilizada em 8 M de ureia para a purificacao;

I =

Figura 1: Western Blotting utilizando anticorpo monoclonal anti-6Xhis Tag (Sigma). 1- Marcador
molecular (PageRuler™, Thermo Scientific) 2- rPLD purificada.

3.2. Curva de sobrevivéncia

Taxas de sobrevivéncia do grupo experimental vacinado (G2) e dos grupos
controle de Solucao Salina (G1) e Bacterina (G3) podem ser observados na Figura 2.
Os animais foram observados por até 30 dias apds o desafio com a cepa virulenta
MIC-6 de C. pseudotuberculosis.
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Figura 2: Curva de sobrevivéncia demonstrando os niveis de protecao induzidos apés o desafio com
a cepa MIC-6 de C. pseudotuberculosis. Letras distintas representam resultados estatisticamente
diferentes no teste exato de Fisher.

E possivel observar que no controle negativo (G1) todos os animais vieram a
Obito e no controle positivo (G3) todos os animais do grupo sobreviveram até 30 dias
pos-desafio.

A vacina formulada com rPLD e adjuvante Saponina (G2) induziu uma
protecao de 30% nos camundongos desafiados com a cepa virulenta de C.
pseudotuberculosis, no entanto este nivel ndo foi estatisticamente significativo
(p>0.05). Este dado acorda com trabalho descrito por FONTAINE et al. (2006), onde
a proteina rPLD formulada individualmente, nao teve a capacidade de proteger
completamente a LC em ovinos, porém, a mesma se mostrou uma via importante de
disseminacao da doenca, além de impedir manifestacdes especificas.

3.3. Resposta imune humoral
Os soros dos animais imunizados com as diferentes formulacoes vacinais

foram avaliados através de ELISA para a determinacao da resposta imune humoral
através dos niveis de IgG total (Figura 3), 1IgG 1 (Figura 4) e IgG 2a (Figura 5).
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Figura 3: Determinacao do nivel de IgG total através de ELISA indireto utilizando a proteina
recombinante rPLD nos grupos experimentais pés-imunizacao. Os resultados estdo apresentados
como a média e o desvio padrao de um experimento com dez animais por grupo de imunizacao.

Letras diferentes dentro de um mesmo dia indicam grupos com resultados significativamente
diferentes (p<0,05).
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Figura 4: Determinacao do nivel de IgG 1 através de ELISA indireto utilizando a proteina
recombinante rPLD nos grupos experimentais pés-imunizacao. Os resultados estdo apresentados
como a média e o desvio padrao de um experimento com dez animais por grupo de imunizacao.

Letras diferentes dentro de um mesmo dia indicam grupos com resultados significativamente
diferentes (p<0,05).
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Figura 5: Determinacao do nivel de IgG 2a através de ELISA indireto utilizando a proteina
recombinante rPLD nos grupos experimentais pés-imunizacao. Os resultados estdo apresentados
como a média e o desvio padrao de um experimento com dez animais por grupo de imunizacao.

Letras diferentes dentro de um mesmo dia indicam grupos com resultados significativamente
diferentes (p<0,05).

O papel da resposta imune humoral na protecao contra C. pseudotuberculosis
ja foi demonstrado em ensaios de imunizacao passiva, nos quais a administracao de
soros antitoxina e antibacteriana foram capazes de proteger camundongos
desafiados com a bactéria (PAULE et al., 2003). Neste estudo, em relacao aos niveis
de imunoglobulinas, foi possivel observar altos niveis de IgG total, estatisticamente
maiores no grupo experimental G2 nos dias 21 e 42 em relacado aos grupos controles.
No caso dos is6tipos IgG 1 e IgG 2a observou-se em ambos, niveis estatisticamente
mais elevados em G2 no dia 42 em relacao aos grupos controles. Demonstrando um
perfil misto de resposta imune de linfécitos do tipo Th1/Th2. Onde a producao de
lgG2a, em camundongos, € caracteristica do tipo de resposta imune Thi,
responsavel pela eliminacado de patégenos intracelulares como C.
pseudotuberculosis quando infecta macréfagos (HODGSON et al.,, 1994). Ja as
células Th2 atuam na imunidade contra patégenos extracelulares e auxiliam as
células B na producao de anticorpos neutralizantes (SILVA et al., 2014).

4. CONCLUSAO

A proteina rPLD apresentou-se promissora na formulacdo de vacinas de
subunidade, uma vez que foi capaz de induzir protecao parcial no ensaio de desafio,
e niveis elevados de resposta humoral do tipo misto Th1/Th2 em camundongos
vacinados.
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ABSTRACT: Commercially available vaccines for caseous lymphadenitis (LC) show
limitations, low efficacy and adverse reactions, and the search for new targets is
constant. Phospholipase D (PLD) appears as one of the main factors of virulence,
acting as a permeability factor and contributor to the spread of Corynebacterium
pseudotuberculosis infection. The objective of this study was to evaluate the efficacy
of the rPLD protein in a recombinant subunit vaccine. A fragment of the pld gene was
amplified and cloned into the pAE vector. The plasmid was transformed into
Escherichia coli Star and the protein expressed and purified. Immunization and
challenge experiments were performed in Balb/c mice (EAEC UFPel n°® 2422). In
groups: G1, 300 pl saline solution 0.9%; Via s.c .; G2, 50 ug rPLD + 7.5 ug saponin in
300 pl via s.c.; And G3, bacterin of the C. pseudotuberculosis strain MIC-6. Indirect
ELISA was performed to assess total IgG, 1gG1 and IgG 2a levels. Challenge with the
MIC-6 (CFU) strain of C. pseudotuberculosis at day 42 post-immunization and the
animals observed for 30 days. It was observed that rPLD was able to induce 30%
protection in the challenged mice. Total specific IgG levels for rPLD were statistically
higher in the G2 experimental group compared to the controls on both days. IgG1 and
IgG2a also demonstrated elevated G2 levels at day 42, suggesting a mixed Th1/Th2
immune response profile. The rPLD protein was promising in the formulation of LC
subunit vaccines as it was able to induce partial protection and humoral response in
mice.

KEYWORDS: Corynebacterium pseudotuberculosis, Phospholipase D, Recombinant
subunit vaccine, Caseous lymphadenitis.
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Federal de Santa Maria (UFSM), bolsista do Programa Especial de Treinamento-
Agronomia (PET-A)

CLEBER WITT SALDANHA Possui graduacao em Engenharia Florestal, mestrado em
Geomatica pela Universidade Federal de Santa Maria e doutorado em Fisiologia
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Celular e Molecular (PPGBCM) da Universidade Federal do Rio Grande do Sul
(UFRGS). Graduacao em Farmacia e Bioquimica pela Universidade Federal do Rio
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Federal do Rio de Janeiro (UFRJ). Doutorado em Molecular Biology pela University of
Manchester Institute of Science and Technology (UMIST). Grupo de Pesquisa de
Micro-organismos Diazotroficos.

ISNARD ELMAN LITVIN Professor da Universidade de Caxias do Sul - UCS; Graduacao
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JANE MARY LAFAYETTE NEVES GELINSKI Bacharel e Licenciada em Ciéncias
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Alimentos pela Universidade Federal de Santa Maria; Doutorado em Ciéncia e
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contato: rcfontan@ucs.br

228
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