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RESUMO

A maioria das vacinas recombinantes desenvolvidas contra a linfadenite caseosa, tem sido
testada apenas em modelo murino sendo requeridos estudos nas espécies alvo. A proteina
rCP40 apresentou-se promissora, induzindo taxas de protegdo de até 100% e o BCG apresenta
a capacidade de indugdo de protecdo cruzada contra a LC. Assim, este trabalho tem como
objetivo avaliar a taxa de reducdo de lesdes anatomopatologicas nos linfonodos e 6rgaos dos
animais desafiados com C. pseudotuberculosis. Ovinos foram inoculados com solugdo salina
0,9% (controle, G1) ou rCP40 + M. bovis BCG Pasteur (G2) e desafiados com a cepa
virulenta MIC-6 de C. pseudotuberculosis. A necropsia foi realizada doze semanas apds o
desafio para o diagnostico de lesdes macroscopicas e coleta de tecidos de linfonodos, bago,
pulmdes, figado e rins para andlise histopatologica. Para a mensuracao das lesdes foram
atribuidos escores conforme a gravidade das lesdes. Quanto as visceras, apenas os pulmdes
apresentaram lesdes histopatologicas compativeis com pneumonia intersticial moderada e
congestdo no G1, estando os 6rgdos do G2 livre de lesdes, o que gerou uma reducao de 100 %
das lesoes. Quanto aos linfonodos, observou-se uma reducao relativa de lesoes de 41,67 % das
lesdes macroscopicas ¢ de 31,25 % das lesdes histologicas (P<0,05). Em conclusdo, a
formulacdo vacinal testada foi capaz de promover uma reducdo no numero de lesdes
induzidas por C. pseudotuberculosis em ovinos, com redugdo de 100 % das lesdes
pulmonares.

Palavras-chave: vacina; linfadenite; histopatologia; ovinos; protecao.



ABSTRACT

Most recombinant vaccines developed against caseous lymphadenitis, have been tested only
in murine model being required studies in target species. The rCP40 protein was promising,
inducing protection rates of up to 100% and BCG has the ability to induce cross protection
against LC. Thus, this study aims to evaluate the rate of reduction of anatomopathological
lesions in lymph nodes and organs of animals challenged with C. pseudotuberculosis. Sheep
were inoculated with 0.9% saline (control, G1) or rCP40 + M. Bovis BCG Pasteur (G2) and
challenged with the virulent strain MIC-6 of C. pseudotuberculosis. Necropsy was performed
twelve weeks after the challenge for the diagnosis of macroscopic lesions and collection of
tissues from lymph nodes, spleen, lungs, liver and kidneys for histopathological analysis. For
the measurement of injuries were assigned scores according to the severity of injuries. As for
the viscera, only the lungs presented histopathological lesions compatible with moderate
interstitial pneumonia and congestion in G1, and the organs of G2 free of lesions, which
generated a 100% reduction of lesions. As for lymph nodes, there was a relative reduction of
lesions of 41.67% of macroscopic lesions and 31.25% of histological lesions (P <0.05). In
conclusion, the vaccine formulation tested was able to promote a reduction in the number of

lesions induced by C. pseudotuberculosis in sheep, with a 100% reduction in lung lesions.

Keywords: vaccine; lymphadenitis; histopathology; sheep; protection.
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1. INTRODUCAO

A linfadenite caseosa (LC) ¢ uma doenca cronica, de distribuicdo global, que acomete
ovinos e caprinos, onde seu agente etiologico € a Corynebacterium pseudotuberculosis, uma
bactéria gram-positiva, ndo formadora de esporos, intracelular facultativa e capaz de
permanecer viavel no ambiente por longos periodos (Quinn ef al., 2011; Dominguez et al.,
2022). A LC pode se apresentar de forma superficial ou visceral em animais infectados, com o
aparecimento de abscessos com aspecto caseoso, apresentando infiltracdo de fagdcitos que
contém a bactéria em seu centro, progredindo de maneira a debilitar o animal (Williamson,
2001).

A LC esté presente em todos os paises com grandes criagdes de ovinos (Pepin e Paton,
2010) e causa grandes prejuizos econdmicos na industria, devido a condenagdes de carcacas e
diminui¢do na produgdo, bem como por ndo existir um tratamento eficaz contra a doenga,
visto que a antibioticoterapia ¢ ineficaz e ndo existem vacinas capazes de proporcionar uma
imunizag¢ao completa dos rebanhos (Guimaraes et al., 2011), sendo a tnica forma de manejo,
a separacdo de animais doentes do rebanho. Nesse contexto, torna-se necessario a busca por
medidas que ajudem a diminuir o aparecimento da LC nos rebanhos, sendo a imunizacdo a
melhor alternativa.

Algumas das principais abordagens para um candidato vacinal contra a LC tém sido os
estudos com fatores de viruléncia. Dentre os principais estudos, a proteina CP40, uma
endoglicosidase de 40kDa que esté ligada a hidrélise da ligacao glicosidica dentro das cadeias
de glicanos, tem demonstrado um grande potencial como alvo para vacinas de subunidade
recombinante. Diferentes formulacdes contendo a proteina recombinante CP40 conseguiram
fornecer niveis de protecao satisfatorios contra a LC (Droppa-Almeida et al., 2016, 2021),
assim demonstrando o potencial protetor da proteina. Contudo, por se tratar de uma vacina de
subunidade, ¢ necessario um complemento para que consiga ativar o sistema imune de forma
consistente.

Uma vacina que apresenta excelentes propriedades adjuvantes ¢ o BCG, uma cepa
vacinal atenuada de Mycobacterium bovis utilizada para imunizac¢do contra tuberculose e que
apresenta protecao heterdloga contra diversas doencas. Além disso, as bactérias do género
Mycobacterium apresentam diversas similaridades com as bactérias do género
Corynebacterium (MCvey; Kennedy; Chengappa, 2016; Covian et al., 2019) o que poderia
conferir uma imunizagdo cruzada e ajudar a elevar a imunogenicidade de wvacinas

recombinantes de subunidade contra a Corynebacterium. Alguns estudos utilizando o BCG
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em formulagdes vacinais contra a LC tem demonstrado grande potencial, apresentando bons
niveis de protecao contra lesdes e inducdo da resposta imune celular e humoral dos animais
vacinados (Selim et al., 2010; Ebeid et al., 2011; Leal et al., 2018; Eshra, 2018).

Diante disso, o objetivo deste trabalho ¢ avaliar a taxa de reducdo das lesdes
encontradas em linfonodos e 6rgdos e descrever os achados de animais vacinados e ndo-
vacinados com a formulacdo vacinal contendo o M. bovis BCG Pasteur e a proteina

recombinante CP40 de C. pseudotuberculosis e desatiados com a cepa virulenta de MIC-6.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Linfadenite caseosa

A Linfadenite Caseosa (LC), conhecida popularmente como “mal do caro¢o”, ¢ uma
doenca cronica e debilitante, causada pela bactéria Corynebacterium pseudotuberculosis, que
afeta principalmente ovinos e caprinos (Sa et al., 2018).

A LC se caracteriza pelo aparecimento de abscessos nos linfonodos e em 6rgdos de
animais infectados, distinguindo-se em duas formas clinicas: interna e externa. Na primeira,
os abscessos encontram-se no tecido subcutaneo, alojando-se em linfonodos superficiais,
sendo assim, de facil percepcdao. Ja na segunda forma, os abscessos se encontram em
linfonodos internos e 6rgaos, tais como pulmdes, figado, rins e baco (Abdullah et al., 2017),
sendo esta forma mais dificil de ser diagnosticada por ndo apresentar aspectos clinicos
visiveis, e sendo detectada apenas apds a morte do animal. Os abscessos, quando maduros,
podem se romper facilmente e vazar o material com aspecto caseoso e esverdeado ou

esbranquicado (Williamson, 2001).

2.1.1 Epidemiologia e impacto econdmico

A doenga esta presente em regides com criagdes consideraveis de caprinos € ovinos,
com distribui¢do global com relatos na América, Europa, Asia, Africa e Oceania (Guimardes
et al., 2011). No Brasil, a LC encontra-se disseminada, principalmente na regido Nordeste,
sendo que, em caprinos, tem uma prevaléncia de 20,3%, e, em ovinos, 31,2%, sendo os
estados do Rio Grande do Norte e Piaui os que mais apresentam rebanhos infectados
(Embrapa, 2017).

A LC raramente causa a morte dos animais, porém promove diversas perdas
econOmicas. A presenga de um Unico abscesso externo pode desvalorizar a pele em até 40%
(Figueiredo; Shelton; Pant, 1982), as carcacas sao imediatamente condenadas e ha redugdo na
produtividade de 13, leite e carne, sendo que as principais consequéncias da LC. Além de
perdas de produgdo, e a sobrecarga dos custos veterinarios com medicamentos corroboram

para os prejuizos econdmicos na cadeia produtiva de ovinos e caprinos.

2.1.2 Formas de infeccao

Animais com sinais clinicos da doenca liberam a bactéria no ambiente por secregdes
nasais, fezes ou a partir de abscessos drenados espontaneamente, enquanto animais sem sinais

clinicos podem liberar o patéogeno a partir do trato respiratorio (O’reilly et al., 2008). A C.
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pseudotuberculosis pode permanecer viavel no ambiente por longos periodos. A bactéria ja
foi isolada apos 5 meses em ambiente que continha o pus de abscessos rompidos, sendo a
concentra¢io vidvel para a bactéria de 10° a 107 por grama de pus, além disso, o patdgeno
consegue se manter viavel por longos periodos (Guimaraes et al., 2011).

A transmissdo ocorre por contato das feridas do animal com o pus ou com materiais
contaminados utilizados em procedimentos como castragdo ¢ marcagao de orelha (Dorella et
al., 2006). Algumas espécies de insetos podem ter a capacidade de transmitir a doenga, pois a
bactéria ja foi isolada de estomago de moscas e fezes de mosquitos, além de poder estar
relacionada com a infec¢do em equinos, por se ter uma alta frequéncia da doenga na espécie

em periodos com uma maior populacdo de moscas (Guimaraes et al., 2011).

2.1.3 Diagnéstico

O diagnostico da doenga pode ser feito de maneira visual, com a presenga de abscesso,
porém pode ser confundida com outras doencas que também apresentam abscesso em
linfonodos, como as doencas oportunistas causadas por Arcanobacterium pyogenes e
Pasteurella multocida (Dercksen et al., 2000; Dorella et al., 2006). O diagndstico definitivo
ocorre por isolamento e identificacdo da C. pseudotuberculosis a partir da bidpsia ou
necropsia da secre¢do dos abscessos.

Quando o animal nao apresenta sintomas, o diagnodstico pode ser feito a partir de testes
sorologicos existentes. Alguns testes utilizados sdo aglutinagao indireta, hemo-aglutinagdo ou
teste de inibi¢do de anti-hemolisina e teste de inibicdo da hemolise sinérgica (Zaki, 1968;
Knight, 1978). O imunoensaio ELISA (do inglés Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) ¢é
bastante utilizado para deteccao do patdgeno, sendo o principal para detectar respostas imunes
contra o C. pseudotuberculosis (Maki et al., 1985; Chirino-Zarrga et al., 2009).

Além disso, existem também testes que vao promover uma reagdo dérmica, onde se
detecta uma resposta mediada por células, como o teste de pele em caprinos feito por Alves e
Olander (1999) e o teste utilizando a linfadenina, uma proteina hidrossolivel usada como
alérgeno, por Langenegger ef al. (1987).

Por existirem primers especificos para amplificagdo do DNA, a PCR pode ser utilizada
para diagnostico da C. pseudotuberculosis a partir do contetido purulento dos abcessos, esse
método € mais rapido e mais especifico que outros métodos convencionais (Cetinkaya, 2002).

O diagnostico de abscesso interno ¢ dificil de ser realizado, assim, realizam-se os
diagnosticos de abscesso pulmonares ou de outros 6rgdos pela radiografia ou ultrassonografia

(Mcvey; Kennedy; Chengappa, 2016). Na radiografia do térax é possivel observar as massas
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formadas no parénquima pulmonar e linfonodos, porém ainda ¢ necessario a confirmagao

através da cultura de lavado traqueal (Pugh, 2004).

2.1.4 Alteragdes histopatologicas na linfadenite caseosa.

Os linfonodos afetados na forma externa sdo os linfonodos submandibular, pré-
escapular, parotideo, retrofaringeo, pré-femoral e popliteo, sendo os dois primeiros os mais
frequentemente acometidos (Sa et al., 2018). Na forma interna, os linfonodos acometidos sdo
os mesentéricos e mediastinicos.

Em ovinos, os abscessos formados pela doenca apresentam uma aparéncia laminada,
semelhante a uma configuragdo de anéis de cebola, quando observados em cortes transversais.
O centro ¢ ocupado por bactérias em proliferacdo e fagocitos, sendo sua periferia composta
por camadas de tecido fibroso e de material caseoso (Williamson, 2001). J4 em caprinos, os
abscessos apresentam uma aparéncia mais uniforme e consisténcia pastosa (Brown et al.,
1987).

As alteragdes histopatoldgicas causadas pelas bactérias em linfonodos de caprinos
foram descritas por Jesse et al. (2020). Neste trabalho, alteragdes como hemorragias,
congestdo, edema, necrose, degeneracdo e infiltracio de células inflamatdrias foram
encontradas nos linfonodos popliteal, parotideos, mandibular, mesentérico, pré-escapular, pré-
femoral e supra-mamario.

No estudo de Odhah ef al. (2019), as cabras que foram inoculadas com C.
pseudotuberculosis apresentaram alteracdes histopatoldgicas em diversos 6rgaos. No pulmao,
a bactéria causou alteragdes como hemorragiass, degeneracado, infiltracdo celular inflamatéria
grave, edema pulmonar e bronquiolite. No figado, as alteragdes foram necrose e degeneragao
dos hepatocitos. Os rins apresentaram hemorragia em capilares glomerulares, infiltracao
celular inflamatéria moderada. O baco exibiu necrose ¢ infiltrado celular inflamatério

moderado na polpa branca e na polpa vermelha teve congestao vascular extensa severa.

2.1.5 Tratamento

O tratamento da LC ocorre pela drenagem cirirgica dos abscessos visiveis, seguido de
uma cauterizacdo quimica por iodo a 10%, durante 10 dias, contudo, esse procedimento pode
ocasionar a problemadtica de contaminagdo do ambiente com o pus (Dorella et al., 2006), além
disso, também ndo pode ser feita quando o animal apresenta a forma clinica interna, visto que

ndo se consegue ter o acesso aos linfonodos internos e 6rgaos.
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Outro tratamento ¢ a antibioticoterapia, porém ¢ ineficiente, mesmo que a C.
pseudotuberculosis seja sensivel a diversos antibidticos como, por exemplo a penicilina,
ampicilina, kanamicina e eritromicina (Gallardo ef al., 2019). Isso porque a bactéria apresenta
capsula fibrosa espessa nos granulomas, o que impede o acesso dos antibidticos ao patdgeno,
tornando assim a terapia ineficaz. No entanto, pode-se fazer uma terapia antimicrobiana
sistémica para se diminuir os riscos de reincidéncia de abscesso externos e para tratar

abscessos internos (Mcvey; Kennedy; Chengappa, 2016).

2.1.6 Controle e medidas profilaticas

O controle da LC ocorre pelo afastamento de animais infectados ou abates de forma a
evitar o contato entre doentes e sadios, além de ter rigidas medidas sanitarias, como
desinfeccdo das instalagdes e de materiais. Outra forma eficaz de controle sdo as vacinas, que
sdo conhecidas como as medidas profildticas mais eficientes, porém, no mercado, ainda nao
existe uma vacina contra LC que seja efetiva e duradoura. As vacinas comercializadas contra
a LC apresentam uma prote¢ao parcial, por ainda ter o aparecimento de abscessos. Além
disso, a eficiéncia para ovinos e caprinos ¢ diferente (Ribeiro et al., 2014).

Os modelos de vacinas desenvolvidas ou em desenvolvimento contra a LC sdo
produzidas de toxodides, viva atenuada, subunidade recombinantes e vacinas de DNA

(Eggleton et al., 1991; Droppa-Almeida, 2016; Costa et al., 2011, Meyer et al., 2002).
2.2 CORYNEBACTERIUM PSEUDOTUBERCULOSIS

2.2.1 Classificacao

Corynebacterium pseudotuberculosis ¢ uma bactéria pequena (comprimento de 0,5
micrometros a mais de 3.0 micrometros), pleomorfa que se apresenta na forma de bacilo,
cocos ou clavas, gram-positiva, fermentativa, imovel e anaerdbia facultativa e intracelular
facultativa (Quinn et al., 2011). E um patégeno que infecta ovinos, caprinos, equideos,
humanos, sendo também encontrado em outras espécies como porcos, bufalos e camelos

(Oliveira et al., 2014; Terab et al., 2021, Trost et al., 2010).

Essa bactéria apresenta proximidade com bactérias do género Mycobacterium, Nocardi,
Rhodoccocus, formando assim o grupo CMNR, por apresentarem semelhangas como altas
quantidades de guaninas e citocinas além de uma parede celular constituida por

peptidoglicanos, arabinoglicanos e acidos micoélicos (Mcvey; Kennedy; Chengappa, 2016).


https://link.springer.com/article/10.1007/s00253-021-11191-4#ref-CR49
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Este patogeno apresenta duas cepas: C. pseudotuberculosis ovis, que acomete pequenos
ovinos e caprinos, € a C. pseudotuberculosis equi, que acomete equinos ¢ bovinos. Além

disso, diferente da primeira cepa, a segunda € capaz de reduzir nitrato (Oliveira et al., 2014).

2.2.2 Patogenicidade

A bactéria se dissemina pelo contetido presente nos linfonodos rompidos e por
secrecOes nasais € orais. Apos entrar no hospedeiro por meio de feridas ou mucosas orais,
nasais ou oculares, inicialmente, a C. pseudotuberculosis entra nos macréfagos, por meio da
fagocitose, se multiplicando dentro dessas células, podendo utilizd-los para sobreviver e
crescer ou entdao evadir todo o sistema imune do hospedeiro a partir do rompimento e morte
celular das células infectadas (Guimaraes ef al., 2011). A bactéria passa entdo a se disseminar
em linfonodos superficiais, pela via linfatica, e depois se dissemina em linfonodos toracicos e

pulmdes.

2.2.3 Fatores de viruléncia

Microrganismos patogenos produzem moléculas para aumentar a habilidade de
invasdo de hospedeiros e causar uma doenga, essas moléculas sdo chamadas de fatores de
viruléncia, que podem ser moléculas secretadas, como toxinas e enzimas, ou estruturas de

superficie celular, como glicoproteinas e lipopolissacarideos (Leitao, 2020).

Assim, o isolamento e sequenciamento de diversas linhagens da C. pseudotuberculosis
permitiu que se compreendesse os mecanismos usados por esse patdogeno para invasao de
hospedeiros, permitindo também com que aumentasse possiveis alvos para novos tratamentos
e prevencdo. Um deles foi o sequenciamento do genoma da cepa FR41 isolada de uma garota
de 12 anos por Trost et al. (2010), este experimento permitiu associar diversos genes

envolvidos com os mecanismos de viruléncia.

Alguns dos fatores de viruléncia conhecidos da C. pseudotuberculosis sdo a PLD,
CP40, neuraminidase H, 6xido nitrico redutase, superoxido dismutase e adesinas spaC (Trost

et al.,2010; Corréa et al., 2018).

A PLD ¢ o principal fator de viruléncia da C. pseudotuberculosis, sendo a primeira a
ser descoberta e estudada para uma possivel vacina contra a LC. A proteina ¢ uma exotoxina
que realiza a hidrodlise de esfingomielinas de membranas das células hospedeiras, o que

possivelmente contribui para sua disseminagdo (Mcvey; Kennedy; Chengappa, 2016).
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Neuraminidase H estd presente na superficie bacteriana e contribui para o
conhecimento de 4cidos sidlicos expostos na superficie das células hospedeiras (Kim et al.,
2011). A enzima 6xido nitrico redutase esta envolvida na detoxificagao de 6xido nitrico e esta
envolvida na persisténcia do patdégeno dentro de macrofagos (Luthra; Malik; Ramachandran,
2008). A superdxido dismutase converte anions superdxidos em oxigénio e perdxido de
hidrogénio (Marchler-Bauer et al., 2007). A spaC ¢ uma proteina de adesdo da pili da C.
pseudotuberculosis (Santana-Jorge et al., 2016) e auxilia no contato do hospedeiro com a

bactéria.

Outro fator de viruléncia importante ¢ a CP40, uma endoglicosidase que esta
envolvida na hidrdlise de ligagdes dentro das cadeias de glicano. Essa proteina tem sido alvo
de pesquisas para o desenvolvimento de vacinas recombinantes por ter se mostrado capaz de
induzir uma resposta imune forte e de prote¢do contra lesdes em animais vacinados contra a

linfadenite caseosa (Droppa-Almeida ef al., 2016, 2018).

2.3 CP40 RECOMBINANTE

Identificada em 1994, por Walker et al. (1994), a proteina de 40kDa encontrada no
sobrenadante da cultura, foi classificada como uma serina-protease, uma familia de proteases
responsaveis por diversos fatores fisioldogicos, como a coagulacdo sanguinea e ativacao da
resposta imune (Neurath, 1989). No relato de Walker, os animais vacinados com essa protease
apresentaram anticorpos contra o antigeno da CP40 assim como protecdo e diminui¢cdo das

lesdes em pulmdes, com uma protecao de 82% das lesdes.

Apesar de ter sido classificada inicialmente como uma serina protease, o estudo de
Shadnezhad et al. (2016), realizou um alinhamento filogenético a partir da sequéncia de
aminoacidos da CP40, obtendo o agrupamento da proteina como uma endoglicosidase,
enzima que catalisa a hidrolise da ligagdo glicosidica dentro das cadeias de glicanos, por
apresentar semelhancas como um dominio putativo da familia glicosideo hidrolase 18,
diferindo apenas de 1 aminoacido com a endoglicosidase EndoS. A atividade da glicosidase
foi confirmada ao incubd-la com IgG de alguns animais, o que constatou que a CP40
consegue hidrolisar glicanos de IgG, de forma total em IgG de humanos e equinos e de

maneira parcial em ovino.

Droppa-Almeida et al. (2018) aplicaram ferramentas da bioinformdtica para analisar

propriedades vacinais da proteina, verificando que ela possuia um perfil ndo alergénico, por
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ndo apresentar sitios de ligagdo a IgE. Além disso, apresentava um perfil antigénico e
interacdo com o receptor TRL2, que desempenha func¢ao importante na ativagdo da resposta

imune.

A proteina CP40 recombinante teve a adicdo de um residuo de histidina
endoglicosidase, o que lhe confere algumas vantagens em relacdo a proteina nativa, como
maior facilidade na purificacdo e isolamento da molécula, assim como a obtencdo dela em
maior quantidade. Mesmo com essa mudanca, as caracteristicas imunogénicas e bioativas

permanecem iguais a proteina original (Droppa-Almeida et al., 2016).

A imunizacao de camundongos utilizando a rCP40 com os adjuvantes saponinas € o
Adjuvante Completo de Freund realizada por Droppa-Almeida et al. (2016) promoveu
significativas quantidades de anticorpos com estimulo Thl e Th2 contra o antigeno da

proteina, assim como uma prote¢ao de 100% contra lesdes.

Droppa-Almeida et al. (2021), testaram, em modelo murino, peptideos derivados da
CP40, obtendo uma protecao variando de 10 a 40%. Enquanto Barral et al. (2022) testaram a
fusdo das proteinas recombinantes da CP40 e da PLD juntamente com uma proteina de
ligacdo a maltose e a saponina como o adjuvante, obtiveram uma prote¢do parcial contra
lesdes nos 6rgaos e uma sobrevida de 57,14% apo6s o desafio com a cepa, enquanto o grupo de

animais testados apenas com rCP40 e rPLD obtiveram 42,86%.

Nesse sentido, a proteina rCP40 tem grande potencial imunogénico para uma vacina
contra a LC, porém ela por si s6 ndo ¢ suficiente para ativar a resposta imune de maneira
eficiente, necessitando de um adjuvante para o aumento da imunogenicidade, por tratar-se de

uma proteina recombinante purificada.

2.4 M. bovis BCG Pasteur

BCG ¢ uma vacina atenuada contra Mycobacterium bovis, sendo a Uinica e mais eficaz
contra esse agente. Essa vacina, além de proteger contra tuberculose, também tem a
propriedade de fazer uma prote¢do cruzada inespecifica contra outros patogenos e pode ser
usada como um vetor de expressdo para antigenos recombinantes (Covian et al., 2019). Essa
protecdo cruzada ¢ ligada a influéncia de “imunidade treinada”, que é quando o sistema imune
inato desencadeia respostas mais eficientes quando em contato com um patdégeno pela
segunda vez (Netea; Quintin; Van Der Meer, 2011), isso porque a BCG consegue induzir

mudangas epigenéticas no sistema imune, o que pode aumentar ou inibir respostas quando o
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individuo for exposto a outros patdgenos nao relacionados (Netea e Van Der Meer, 2017).
Além disso, os componentes da BCG conseguem envolver receptores Toll-like TLR2, TLR4 e
TLR8 (Heldwein et al., 2003; Dowling et al., 2017), por isso sua caracteristica

“autoadjuvante”.

Além disso, o uso do BCG associado a vacinas recombinantes tem sido bastante
promissor, visto que ¢ de baixo custo e consegue ativar a resposta imune inata e adaptativa,
assim como também ativa a resposta imune Thl (Dockrell; Smith, 2017). O objetivo de um
adjuvante ¢ aumentar a resposta imune de uma vacina, de maneira que essa resposta seja
duradoura. As vacinas de subunidade geralmente precisam de adjuvantes para serem eficazes,
0 que aumenta a amplitude e durabilidade da resposta alcancavel, visto que sozinhas, essas
vacinas ndo ativam o sistema imune eficientemente. (Petrovisky; Aguilar, 2004; Pasquale et

al., 2015).

Em estudos feitos com BCG em combinagdao com a PLD mutante recombinante, a
prote¢do contra a doenga chegou a 66% (Selim et al., 2010). Em outro estudo utilizando a
BCG antes da vacinag¢dao de ovinos com toxdide da PLD e o adjuvante Montanide ISA 206,
observou-se que o seu uso pode ajudar a melhorar os niveis da resposta imune contra o
patogeno (Ebeid ef al., 2011). Além de aumentar os niveis da imunidade contra a doenca, o
uso da BCG também pode otimizar o desempenho da producdo dos rebanhos em ovinos e

caprinos, como o aumento na producdo de leite (Osman et al., 2016).

Em um trabalho desenvolvido utilizando a BCG recombinante como vetor para a
proteina PLD, observou-se que se teve uma sobrevivéncia de 77% dos camundongos
desafiados, enquanto esse vetor em conjunto com a PLD recombinante alcangou
sobrevivéncia de 88% (Leal ef al., 2018). Assim demonstrando que o uso da M. bovis BCG

Pasteur pode auxiliar formulag¢des vacinais contra LC.
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3.  HIPOTESES

Ovinos vacinados com a formulacdo contendo M. bovis BCG pasteur e a proteina
recombinante CP40 apresentam um niimero significativamente menor de lesdes histologicas e
macroscopicas em diferentes orgios internos e linfonodos em relagdo aos ovinos ndo-

vacinados, apés a realiza¢do do desafio com cepa virulenta de C. pseudotuberculosis, MIC-6.
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4. JUSTIFICATIVA

A vacinacao ¢ o melhor método existente de profilaxia contra doengas e, devido a falta
de uma vacina que seja eficiente contra o aparecimento de lesdes causadas pela linfadenite
caseosa, € necessario a procura de formulagdes vacinais que possam proteger animais contra o
patdgeno. A proteina recombinante CP40 tem demonstrado um grande potencial para induzir
respostas imunes e prote¢ao contra lesdes caracteristicas da linfadenite caseosa, assim como,
o BCG também tem sido um 6timo candidato pelas similaridades filogenéticas com o C.
pseudotuberculosis e suas propriedades adjuvantes. Para averiguar a eficiéncia de uma vacina,
se faz necessario o uso de técnicas de histopatologia, visto que investigagdo histopatoldgica ¢é
importante para observar se a vacina ¢ capaz de proteger animais vacinados contra o
aparecimento das lesdes. Desse modo, ¢ importante investigar o potencial protetor da
formulagdo vacinal contendo rCP40 associada ao BCG contra a formagdo de abscessos

causados pela C. pseudotuberculosis.
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5.  OBJETIVOS

5.1 Objetivo geral

Descrever os achados anatomopatoldgicos de linfonodos e 6rgaos de ovinos vacinados
e ndo-vacinados com a formulacdo vacinal contendo o M. bovis BCG pasteur e a proteina

recombinante CP40 de C. pseudotuberculosis, ap6s desafio com a cepa virulenta de MIC-6.

5.2 Objetivos especificos

- Produzir a formulagdo vacinal contendo a proteina rCP40 e M. bovis BCG pasteur;

- Imunizar os ovinos com a formulacao vacinal contendo rCP40 e M. bovis BCG

pasteur;
- Desafiar os animais com a cepa MIC-6 de Corynebacterium pseudotuberculosis;
- Analisar histologicamente amostras dos linfonodos e 6rgaos dos ovinos;

- Descrever e analisar as alteragdes morfologicas encontradas em ovinos vacinados e

nao-vacinados apds desafio.
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6. MATERIAL E METODOS

O procedimento experimental foi realizado no Laboratéorio de Vacinologia e
Imunologia Aplicada (LAVIA), que faz parte do grupo de laboratorios do Centro de Ciéncias
Biologicas e da Saude (CCBS), localizado no prédio Biomédicas I do CCBS, no Campus
Leste da Universidade Federal Rural do Semi-arido (UFERSA).

6.1 Cultivo da C. pseudotuberculosis, M. bovis BCG e E. coli

A cepa de C. pseudotuberculosis (MIC6) foi cultivada em meio Brain Heart Infusion
Broth (caldo BHI) ou BHI-Agar a 37 °C por 48 h em shaker orbital a 130 rpm ou estufa
bacteriologica a 37 °C por aproximadamente 16 h. Mycobacterium bovis BCG Pasteur foi
cultivada em meio 7H9 suplementado (Leal et al, 2018), em estufa bacteriologica a 37 °C,
durante 96 h. O cultivo da cepa de E. coli transformada foi feito em meio Luria-Bertani (LB)
liquido ou LB-agar acrescido de ampicilina (na concentragdo de 50 mg/mL e proporcao
antibiotico:meio de 1:1000) em shaker orbital a 130 rpm ou estufa bacteriologica a 37 °C por

aproximadamente 16h.

6.2 Clonagem, expressao e purificacio da proteina recombinante CP40

O gene CP40 foi previamente clonado no vetor pAE (Ramos et al., 2004) e
caracterizado, resultando no plasmideo recombinante pAE/cp40. Esse plasmideo foi inserido
no vetor de expressdo E. coli BL21 Star e a inducdo foi realizada com 1mM de IPTG. A
confirmacdo da expressao foi feita através de Western Blot utilizando anticorpo monoclonal
anti-6X-His conjugado com peroxidase (Sigma).

A purificacdo foi realizada por cromatografia de afinidade ao niquel em coluna de
sepharose (HisTrap). A pureza da mesma foi determinada através de SDS-PAGE e a

concentragao proteica pelo kit BCA (Pierce).

6.3 Aspectos éticos e animais experimentais

Foram utilizados 12 ovinos nativos, machos, entre 4 e 6 meses de idade, provenientes
de rebanhos sem LC clinica, previamente submetidos a uma pesquisa de IgG especifica para
C. pseudotuberculosis através de ELISA indireto com o sobrenadante de cultivo da cepa MIC
6, e somente os animais nao reagentes no ELISA foram incluidos no experimento. Os animais
passaram por vermifugacdo com Albendazol e foram mantidos em quarentena por 30 dias nos
piquetes para ruminantes do Nucleo de Ensino e Pesquisa em Pequenos Ruminantes

(NEPPER) da Universidade Federal Rural do Semi-arido (UFERSA) antes do inicio do



26

experimento. A observacdo clinica dos animais foi realizada durante esse periodo. Os ovinos
foram alimentados com feno, concentrado, suplementacao mineral e agua ab libitum.

Todos os procedimentos experimentais realizados com os animais estdo de acordo
com os Principios Eticos na Experimentagio Animal recomendados pelo Colégio Brasileiro
de Experimenta¢do Animal (http:/www.cobea.org.br/etica.htm#3). Esse projeto foi aprovado

na Comissdo Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFERSA sob parecer nimero 014/2022.

6.4 Imunizacao dos animais e desafio

Os ovinos foram divididos em 2 grupos: grupo controle (G1) e grupo 2 (G2), cada um
com 6 animais. O G1 recebeu uma dose de 1 mL solucao salina a 0,9% e o G2 foi imunizado
com 200 pg/dose de rCP40 (Rodrigues ef al., 2021), e 10° UFC de M. bovis BCG Pasteur em
um volume final de 1 mL (Gonzalez-Sanchez et al., 2018). A imunizagdo deu-se por via
subcutdnea com 2 doses de vacina intervaladas por 21 dias. Trinta dias apds a Ultima
imunizacdo, todos os animais foram desafiados utilizando 1 mL contendo 10° UFC da cepa

virulenta MIC6 de C. pseudotuberculosis.

6.5 Necropsia e avaliacido histopatolégica das amostras coletadas

Doze semanas ap6s o desafio, os animais foram eutanasiados, através do
aprofundamento do plano anestésico com propofol, ¢ necropsiados no Laboratério de
Patologia Veterindria da UFERSA, e entdo submetidos a um completo exame
anatomopatologico. Os principais 6rgdos que podem ser acometidas pela LC (como pulmdes,
figado, rins e bacgo), os linfonodos superficiais e os internos foram examinados em busca de
granulomas e amostras de cada oOrgdo foram colhidas para a realizagdo de exames
bacterioldgicos e preparo de laminas histoldgicas. Os tecidos foram coletados em frascos
estéreis e fixados com MDF, e ap6s 48h, embebidos em alcool 70%.

Para o processamento histoldgico, os tecidos passaram por uma desidratagdo por
banhos de 45 minutos em concentracdes crescentes de alcool (80%, 90%, e 100%), sendo o
ultimo banho, metade alcool 100% e metade xilol. Apds essa etapa, foi feita a diafanisagdo,
onde os tecidos passaram por 2 banhos de 15 minutos de xilol. Por fim, os tecidos passaram
por inclusdo em parafina, onde foi feito 3 banhos de parafina por 45 minutos cada.
Posteriormente, os tecidos foram embebidos em parafina para a confec¢ao de blocos.

Para preparagdo das laminas histoldgicas, os blocos confeccionados passaram por cortes

entre 3 e 5 pum, por um micrétomo, e entdo corados, com hematoxilina-eosina.


http://www.cobea.org.br/etica.htm#3
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Microscopicamente, as amostras foram analisadas quanto a presenca de bactérias, necrose

e/ou infiltrados inflamatorios.

6.6 Avaliacio da taxa de reducao de lesoes

Para calcular a taxa de reducao de lesoes foram adotados scores baseados na extensao
da lesdo de cada achado avaliado (linfonodos pré-escapular, parotideo, mesentérico e popliteo

e os orgaos rins, pulmdes, figado e bago).

Caracteristicas morfologicas que serio adotadas como critérios conforme escore
para os linfonodos
Escore
Dados macroscépicos Dados microscopicos
linfonodos normais ou um pouco ) )
0/3 linfonodos normais
aumentados
) linfonodos com hiperplasia folicular do
173 linfonodos aumentados o
tecido linfoide
linfonodos aumentados com hemorragia ou | linfonodos com areas com hemorragia ou
2/3
congestao congestao

linfonodos aumentados com necrose ou linfonodos com necrose ou abscessos ou

3/3
abscessos infiltrados de células inflamatorias
Caracteristicas microscopicas que serio adotadas como critérios conforme escore
Escore
para os pulmades

0/2 pulmdes normais
1/2 pulmdes com pneumonia intersticial moderada
2/2 pulmdes com pneumonia intersticial moderada e congestdo

Para o calculo de escores da pontuagao maxima de cada grupo de linfonodo, foi feito

da seguinte forma:
e Pontua¢do méaxima para cada linfonodo = 03
e Pontuacdo maxima para cada animal=7 x 3 =21

e Pontuacdo maxima para cada grupo =6 x 21 =126
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6.7 Analise estatistica

Para analise estatistica, foi utilizado o programa estatistico GraphPad Prism versao 8
(GraphPad Software, San Diego, CA), onde os dados foram transformados em escores e
analisados primeiramente quanto a sua normalidade, onde constatou-se que os dados eram
anormais e ndo paramétricos. Logo, foi aplicado o teste de Mann-Whitney, sendo valor de

p<0,05 para diferenca estatistica significativa.
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7. RESULTADOS E DISCUSSAO

A LC esta presente nos paises com grandes criacdes de ovinos e caprinos (Pepin e
Paton, 2010), e ¢ associada a formagao de piogranulomas que desenvolvem-se em abscessos
(Valli e Parry, 1993; Baird e Fontaine, 2008), que podem desenvolver-se nos linfonodos
superficiais, caracterizando a forma clinica superficial ou externa da doenga, como também
desenvolver-se nas visceras e linfonodos internos, caracterizando a forma clinica visceral ou
interna (Dorella et al., 2006). No presente estudo, apenas os linfonodos apresentaram
abscessos caracteristicos da LC, como mostra a Figura 1, onde o linfonodo apresenta um
material caseoso de coloracdo amarelo-esverdeado envolto em capsula fibrosa, sendo
compativel com a descri¢do das lesdes dos granulomas por diversos autores (Williamson,
2001; Al-Gaabary et al., 2010; Kumar et al., 2012). Os abscessos mais externos, quando
maduros, podem romper-se liberando o material purulento e a bactéria, tornando-se uma fonte
de contaminagdo para o ambiente € para outros animais ndo infectados (Guimaraes et al.,

2011).

Figura 1 - Abscesso encontrado no linfonodo parotideo de um animal do G1 (controle).

Fonte: Autoria propria.

Além do aparecimento de abscessos, as lesdes devido a infec¢do com a C.
pseudotuberculosis também variam entre hemorragia, necrose, infiltracio de células e
congestdo (Jesse et al., 2020). O exame anatomopatoldgico permitiu encontrar as alteragdes

nos linfonodos dos grupos, como mostra os Quadros 1 e 2.
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Quadro 1 - Dados das lesdes macroscépicas dos linfonodos dos animais dos grupos
experimentais. ""D" significa direito; "E" significa esquerdo. “*” significa diferenca estatistica
significativa (p<0,05). Categorias dos escores: Categoria 0: Linfonodo normal ou ligeiramente
aumentado - Escore (0/3); Categoria 1: Linfonodo aumentado - Escore (1/3); Categoria 2:
Linfonodo aumentado e hemorragico ou congestionado - Escore (2/3); Categoria 3: Linfonodo
aumentado com necrose focal, abscessos ou caseacao - Escore (3/3).

Lesdes nos linfonodos

A o, 0
Pre Parotideo Popliteo Mes Escores A)~de Le:soes
Grupo de . escapular . lesdes Relativament
h Animal enté total de . . A
ovinos . da erupo induzidas e Reduzidas
D[ E | D|E | D] E || @EsP x %)
Al ++ - +++ ++ - ++ +
2/3) | (0/3) | (3/3) | (2/3) | (0/3) | (2/3) | (1/3)
A2 - + + + - - +H+
©/3) | (173) | (1/3) | (3/3) | (0/3) | (0/3) | (3/3)
A3 ++ - ++ - - - -
Gl (2/3) | (0/3) | (2/3) | (0/3) | (0/3) | (0/3) | (0/3) 36/126 28,6
(solugdo
salina) Ad ++ + +H+ |+ - - -
2/3) | (173) | (3/3) | (2/3) | (0/3) | (0/3) | (0/3)
A5 - ++ - - - - -
0/3) | (2/3) | (0/3) | (0/3) | (0/3) | (0/3) | (0/3)
A6 - ++ - - ++ - -
0/3) | (2/3) | (0/3) | (0/3) | (2/3) | (0/3) | (0/3)
41,67
Al NN Y ) ’ ) )
(1/3) | (1/3) | (0/3) | (0/3) | (0/3) | (0/3) | (0/3)
A2 + + - - + + +
(1/3) | (1/3) | (0/3) | (0/3) | (1/3) | (1/3) | (1/3)
A3 + + - - - - -
G2 (1/3) | (1/3) | (0/3) | (0/3) | (0/3) | (0/3) | (0/3)
(rCP40 +
BCG) Ad ++ + - - - - ++ 21/126 16,6*
2/3) | (1/3) | (0/3) | (0/3) | (0/3) | (0/3) | (2/3)
AS - +++ - - - ++ -
0/3) | (3/3) | (0/3) | (0/3) | (0/3) | (3/3) | (0/3)
A6 Y ) ) } ) } !
(1/3) | (0/3) | (0/3) | (0/3) | (0/3) | (0/3) | (0/3)

Fonte: Autoria propria.
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Quadro 2 - Dados das lesdes microscopicas dos linfonodos dos animais dos grupos
experimentais. "D" significa direito; "E" significa esquerdo “*” significa diferenca estatistica
significativa (p<0,05). Categorias dos escores: Categoria 0: Linfonodo normal - Escore (0/3);
Categoria 1: Linfonodo com presenca de hiperplasia linfoide folicular - Escore (1/3); Categoria
2: Linfonodo com presenca de ireas hemorragicas ou congestionadas - Escore (2/3); Categoria
3: Linfonodo com presenca de abscesso capsulado, células necrdticas e infiltrado - Escore (3/3).

Lesdes nos linfonodos

Pré-

% de

G d I Parotideo Popliteo Mes Escores lesé Lesoes
ru,p 0 de Animal escapufar enté total de . eso.es Relativamente
ovinos R d induzidas Reduzidas (%)

D E D E D E rico | cada grupo N o
Al ++ - e ++ - - -
(2/3) | (0/3) | (3/3) | (2/3) | (0/3) | (0/3) | (0/3)
A2 - - - e+ - - A+t
(0/3) | (0/3) | (0/3) | (3/3) | (0/3) | (0/3) | (3/3)
A3 ++ - e - - - +
Gl (2/3) | (0/3) | (3/3) | (0/3) | (0/3) | (0/3) | (1/3)
(solugdo 32/126 25,4
salina) A4 ++ - =+ |+ - - -
(2/3) | (0/3) | (3/3) | (2/3) | (0/3) | (0/3) | (0/3)
A5 ) - ) } ) ) ;
(0/3) | (2/3) | (0/3) | (0/3) | (0/3) | (0/3) | (0/3)
A6 - ++ - - ++ - -
(0/3) | (2/3) | (0/3) | (0/3) | (2/3) | (0/3) | (0/3)
31,25
Al o ’ ) } ) ) y
(2/3) | (0/3) | (0/3) | (0/3) | (0/3) | (0/3) | (1/3)
A2 ) ) ) ’ ’ ) ’
(0/3) | (0/3) | (0/3) | (0/3) | (0/3) | (0/3) | (0/3)
G2 A3 / ; / y ; / +
(0/3) | (0/3) | (0/3) | (0/3) | (0/3) | (0/3) | (1/3)
(rCP40 + 22/126 17,5%
BCG) Ad ++ + + - + - ++
2/3) | (173) | (1/3) | (0/3) | (1/3) | (0/3) | (2/3)
AS - A+t + - - e +
(0/3) | (3/3) | (1/73) | (0/3) | (0/3) | (3/3) | (1/3)
A6 " ’ i ’ i - -
(173) | (0/3) | (1/3) | (0/3) | (1/3) | (0/3) | (0/3)

Fonte: Autoria propria.

No grupo controle, o linfonodo pré-escapular, seguido do parotideo foram os

linfonodos que mais apresentaram lesoes, resultado semelhante a Souza et al. (2011) e Smith

e Sherman (1994). As lesdes desses dois linfonodos juntos correspondem a 78% das lesdes

encontradas no grupo controle e 58% das lesdes no grupo vacinado. Por meio dos escores,
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feitos a partir da gravidade das lesdes, foi possivel organizar as lesdes em categorias e
calcular a taxa de inducao das lesdes.

Em relagdo as lesdes macroscopicas dos linfonodos, o grupo vacinado obteve um
indice de 0,166 contra 0,286 do grupo controle. Na andlise geral dos linfonodos, observou-se
um indice de indu¢do de lesdes de 0,175 para o grupo vacinado com a formula¢ao rCP40 + M.
bovis BCG Pasteur contra 0,254 do grupo controle. Esses dados representam uma redugao
relativa de lesdes (P<0,05) de 41,67 % das lesdes macroscopicas e de 31,25 % das lesdes
histologicas. A diferenga estatistica foi comprovada através do teste de Mann-Whitney.

Na analise macroscopica dos linfonodos, as alteracdes encontradas no G1, foram
hiperplasias, coloracdo alterada, hemorragias, necroses e abscessos, enquanto no G2, as
principais alteragdes encontradas foram a hiperplasia linfoide folicular, alteragcdes na
coloracdo, e um linfonodo apresentando um abscesso. Essas alteragdes presentes no grupo
controle sdo caracteristicas da LC e sdo encontradas por diferentes autores (Selim et al.,2010;
Mahmood et al., 2015; Jesse et al., 2020).

Na andlise microscopica, no grupo controle, foram encontradas alteracdes como
hemorragia, congestao, necrose, além da confirmacao da formagao do abscesso. A verificacao
do abscesso foi possivel a partir da visualizagdo da cépsula e do material constituido por
neutrofilos, restos celulares degenerados, fibrina e presenca de material amorfo eosinofilico,

envoltos pela capsula (Figura 2).

Figura 2 - Capsula de tecido conjuntivo fibroso de abscesso caracteristico da linfadenite caseosa,
HE x 100.

A principal alteragdo encontrada no grupo vacinado foi a hiperplasia do tecido linfoide
(Figura 3), evidenciada pelo aumento do nimero e tamanho dos foliculos linfoides, além da

presenca de centro germinativo proeminente. Esse aumento dos foliculos pode estar
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relacionado com a estimulagdo antigénica desses linfonodos, visto que essa alteracdo ¢ uma

I3

resposta comum apds um estimulo antigénico inicial e ¢ causada quando algum estimulo
envolve a ativagao de respostas imunes humorais (Fry e Gavin, 2013; Kumar; Aster; Abbas,
2016).

Figura 3 — Histologia dos linfonodos. A — linfonodo normal; B — Linfonodo apresentando
hiperplasia do tecido linfoide encontrado no linfonodo de um animal do G2 (rCP40 + BCG).
Setas indicam os foliculos aumentados. HE x 100.

Fonte: Autoria propria.

Quanto ao exame anatomopatologico dos 6rgdos, ndo se observou nenhuma lesdo
macroscopica em nenhum dos grupos, por isso, a andlise estatistica macroscopica ndo foi
realizada nos 6rgdos. A Unica alteragdo encontrada foi em um bago de um animal do grupo
vacinado, onde foi possivel observar um aumento do 6rgdo quando comparado ao bago dos
outros animais, como observado na Figura 4.

Figura 4 - A esquerda, baco de um animal do grupo G2 (rCP40 + BCG) apresentando um
aumento consideravel em relacio ao baco de animal do mesmo grupo, a direita.

Fonte: Autoria propria.
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Na andlise histologica desse oOrgdo, foi observado que alguns animais do G2
apresentaram o baco com hiperplasia da polpa branca, como mostra a Figura 5, evidenciada
pelo aumento do tamanho dos centros germinativos e aumento da densidade das células do
centro germinativo, o que poderia estar ligada a estimulacdo do sistema imune visto que este
orgdo ¢ importante para a resposta imune do individuo e produgdo de anticorpos (Leung et al.,
1972). A polpa branca apresenta células importantes para indu¢do das respostas imunes
adaptativas (Male et al., 2014). Assim, o aumento desses foliculos pode estar relacionado ao

aumento dessas células e consequente produgdo de anticorpos contra a LC.

Figura S - Hiperplasia da polpa branca de baco do ovino do G2 (rCP40 + BCG). HE x 200.

Fonte: Autoria propria.

J& para os achados microscopicos dos orgaos, o Unico 6rgdo que apresentou alguma
alteragdo foram os pulmodes do grupo controle, sendo as principais alteragdes pulmonares a
pneumonia intersticial moderada e a congestdo vascular que apareceram em 66% dos animais

do grupo vacinado com solucdo salina, como mostra o Quadro 3.
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Quadro 3 - Dados das lesdes microscopicas dos pulmées dos animais dos grupos experimentais.
"D" significa direito; "E" significa esquerdo. Letras diferentes significa diferenca estatistica
significativa (p<0,05). Categorias dos escores: Categoria 0: Pulmido normal - Escore (0/2);
Categoria 1: Pneumonia intersticial moderada - Escore (1/2); Categoria 2: Pneumonia
intersticial moderada e congestio - Escore (2/2).

Pulmoes

Grupo de . Escores total % de lesoes induzidas Lesoes Relativamente Reduzidas
) Animal D E
ovinos de cada grupo * (%)
+ +
Al 172) | (172)
+ +
A2 172) | (172)
++ ++
Gi A e | en
(solugdo 12/24 50% 0 (a)
salina) A4 - -
272) | (2/2)
AS (0/2) | (0/2)
A _ -
6 0/2) | (0/2)
Al (0/2) | (0/2)
A2 ) ’
0/2) | (0/2)
G2 A3 0/2) | (0/2)
(rCP40 + 0/24 0% 100 (b)
BCG) - -
Ad (0/2) | (0/2)
A3 0/2) | (0/2)
A6 (0/2) | (0/2)

Fonte: Autoria propria

Na Figura 6, ¢ possivel verificar microscopicamente a pneumonia encontrada,
caracterizada pela presenca de infiltrado inflamatorio misto, constituido de macréofagos,
linfocitos, plasmdcitos nos septos interalveolares, parede dos alvéolos e bronquiolos.

Dentro das visceras, os pulmdes sdo os 6rgdos mais frequentemente afetados em
animais infectados pela C. pseudotuberculosis (Baird e Fontaine, 2008), sendo a pneumonia e

congestao vascular as lesdes que sdo encontradas apos a infec¢do (Singh et al., 2017).
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Figura 6 — Histologia do pulméio. A — Pulmio normal; B — Pulmio apresentando pneumonia
intersticial moderada encontrada no pulmao de um ovino do G1 (solucio salina). HE x 100.

Assim, foi possivel observar uma redugdo significativa de 100 % das lesdes
histopatologicas pulmonares, denotando que a formulagao vacinal exerce uma protecdo contra
lesdes nos pulmdes. A prote¢ao desse 6rgdo ¢ importante porque animais que apresentam

lesdes pulmonares sdo considerados fontes de nova infec¢do para animais ndo infectados

(Windsor, 2011).
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7. CONSIDERACOES FINAIS

Pode-se concluir que a formulagao rCP40 + M. bovis BCG Pasteur conseguiu reduzir
lesdes anatomopatologicas em relagdo ao grupo controle em nivel macroscopico e
microscopico nos pulmdes e linfonodos. Apesar da redugao significativa, a vacinacdo nao
conseguiu impedir a formacao de lesdes, indicando uma prote¢ao parcial, o que pode estar
relacionado a uma inducdo insuficiente da resposta imune. Estudos futuros para a
caracterizacdo das respostas imunes humoral e celular devem ser realizados na tentativa de
explicar melhor tais resultados. E assim, trazer perspectivas que possam abrir caminhos
diferentes de imunomodulagdo e potencializagdo da resposta induzida por esta vacina

experimental.
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