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RESUMO

A linfadenite caseosa (LC) ¢ uma doenga cronica e debilitante causada pela bactéria
Corynebacterium pseudotuberculosis que afeta pequenos ruminantes, sendo responsavel pelo
aparecimento de abscessos em linfonodos e 6rgaos, levando a queda nos indices produtivos de
rebanhos. O tratamento da doenca ¢ dificil e insatisfatorio. Atualmente nao ha vacinas eficazes
para a prevengdo da LC, mas estratégias envolvendo o uso de proteinas recombinantes tém
mostrado resultados promissores experimentalmente. Objetivou-se com este trabalho avaliar
as alteragOes clinicas em ovinos imunizados e ndo imunizados com a formula¢do vacinal
contendo a proteina rCP40 e BCG e desafiados com cepa virulenta de C. pseudotuberculosis
MIC-6. O estudo apresentado foi realizado usando 12 ovinos nativos, machos, sadios, entre 4
e 6 meses de idade, divididos em 2 grupos e imunizados com solucdo salina a 0,9% ou com
associagio de 200 pg de rCP40 e 10° UFC de BCG diluido em PBS. Trinta dias ap6s a tltima
imunizagao, todos os animais foram desafiados. Foram realizados exames clinicos durante 20
semanas pos-desafio, onde foram avaliados os seguintes parametros: peso, temperatura retal,
frequéncia cardiaca, frequéncia respiratoria, movimentos ruminais, coloracdo de mucosas
ocular, nasal e oral e palpacdo de linfonodos. Como resultado, ndo foram observadas diferencas
significativas entre os animais que receberam BCG e CP40 como vacina e o grupo de controle
para os parametros clinicos avaliados. Esses resultados podem indicar que a formulacao vacinal
ndo altera parametros clinicos a curto e longo prazo, € que, desta forma ¢ segura para uso em

ovinos.

Palavras-chave: linfadenite caseosa; ovinos; imunizagao; CP40; BCG.



ABSTRACT

Caseous lymphadenitis (CLA) is a chronic and debilitating disease caused by the
bacterium Corynebacterium pseudotuberculosis that affects small ruminants, being responsible
for the appearance of abscesses in lymph nodes and organs, leading to a drop in the productive
indexes of herds. The treatment of the disease is difficult and unsatisfactory. Currently, there
are no effective vaccines for the prevention of CL, but strategies involving the use of
recombinant proteins have shown promising experimental results. The objective of this work
was to evaluate the clinical alterations in sheep immunized and not immunized with the vaccine
formulation containing the protein rCP40 and BCG and challenged with a virulent strain of C.
pseudotuberculosis MIC-6. The presented study was carried out using 12 native, male, healthy
sheep, between 4 and 6 months old, divided into 2 groups and immunized with 0.9% saline
solution or with an association of 200 pg of rCP40 and 106 CFU of diluted BCG on PBS.
Thirty days after the last immunization, all animals were challenged. Clinical examinations
were performed during 20 weeks post-challenge, where the following parameters were
evaluated: weight, rectal temperature, heart rate, respiratory rate, ruminal movements,
coloration of ocular, nasal and oral mucous membranes and palpation of lymph nodes. As a
result, no significant differences were observed between the animals that received BCG and
CP40 as a vaccine and the control group for the evaluated clinical parameters. These results
may indicate that the vaccine formulation does not change clinical parameters in the short and

long term, and that, therefore, it is safe for use in sheep.

Keywords: caseous lymphadenitis; sheep; immunization; CP40; BCG.
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1 INTRODUCAO

A linfadenite caseosa (LC) ¢ uma doenca cronica e debilitante, causada pela bactéria
Corynebacterium pseudotuberculosis, que atinge principalmente ovinos e caprinos (Alves et
al., 2007; Droppa-Almeida et al., 2016). A doenga ¢ responsavel pelo aparecimento de
abscessos em linfonodos e 6rgaos, levando ao comprometimento da carcaga e queda nos indices
produtivos dos animais acometidos (Carmo et al., 2012).

A doenca ¢ endémica no Brasil e afeta grande parte dos rebanhos no territorio
brasileiro, com destaque para a regido Nordeste, que possui o maior nimero de rebanhos
caprinos e ovinos do pais. Ela acarreta grandes perdas financeiras para os criadores da regido,
podendo até mesmo tornar inviavel a continuidade da atividade pecudria para pequenos e
médios produtores (Alencar et al., 2010; Faria et al., 2018).

O tratamento da linfadenite caseosa ¢ desafiador, uma vez que o uso de antibidticos nao
¢ aconselhado por ser uma tatica dispendiosa e ineficaz (Silva et al., 2014). Além disso, o
controle da doenca também ¢é complicado, pois a bactéria € capaz de sobreviver no ambiente
por longos periodos e ha limitagcdes para detectar e descartar animais doentes apresentando a
forma subclinica da doenca, o que facilita sua rapida disseminagdo dentro do rebanho (Gerelli
et al., 2019).

Nesse contexto, a vacinagdo ¢ a medida mais adequada para o controle da linfadenite
caseosa, porém apesar de ja existirem vacinas disponiveis comercialmente, a doenca persiste
mesmo apds um periodo prolongado de vacinagdo, ndo sendo totalmente eficaz na prevengao
da doenga. Com isso, torna-se crucial buscar progressos que possibilitem a criacdo de uma
vacina eficiente para ovinos e caprinos, capaz de proporcionar 100% de protecao (Bastos et al.,
2012; Pinho et al., 2021).

Diversas composi¢des de vacinas estdo sendo pesquisadas nos ultimos anos. Dentre
elas, técnicas que envolvem o uso de proteinas recombinantes tém apresentado bons resultados
em estudos experimentais (Silva et al., 2014).

A proteina recombinante CP40 ¢ expressa pelo C. pseudotuberculosis no hospedeiro e
apresenta potencial protecdo imune (Droppa-Almeida et al., 2016), assim como o uso de BCG
(Bacillus Calmette—Guérin) em vacinas de vetores recombinantes, por suas propriedades
adjuvantes (Leal et al., 2018). No entanto, poucos estudos foram realizados utilizando as
espécies alvo como modelo animal, sendo a maioria em modelo murino. Assim, esse trabalho
se propde a avaliar a seguranca da formulac¢ao vacinal contendo rCP40 e BCG em ovinos em

longo prazo.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Linfadenite caseosa

2.1.1 Epidemiologia

O mercado brasileiro ¢ um grande consumidor de carnes ovinas e caprinas (Martins et
al., 2016). A regido Nordeste do Brasil domina com o maior numero de cabecas, com
aproximadamente 92,96% dos rebanhos de caprinos e 63,04% dos rebanhos de ovinos do pais
(IBGE, 2016). Vale ressaltar que apesar do grande nimero de rebanhos, os indices produtivos
desses animais se apresentam baixos. Um dos fatores que contribuem para essa situagdo ¢ a
alta taxa de morbidade dos animais, em particular devido a elevada incidéncia de linfadenite
caseosa presente nas propriedades do Nordeste. A LC atinge a grande maioria dos rebanhos do
Brasil, com a prevaléncia clinica superando 30% dos animais (Alencar et al., 2010; Carmo et
al., 2012). Porém, acredita-se que a prevaléncia seja subestimada por falta de notificagdo
(Andrade, 2007).

A doenca ¢ endémica no Brasil e tem impacto direto no desenvolvimento
socioecondmico do semiarido brasileiro (Souza et al., 2011). No Nordeste houve uma rapida
expansdo dessa atividade na ultima década. Esse fator aliado ao carater rural de grande parte
das criagdes tem agravado o problema da deficiéncia sanitaria, afetando seriamente a cadeia
produtiva (Faria et al., 2018).

A LC ¢ responsavel por grandes prejuizos econdmicos, ja que a presenga de abscessos
no organismo do animal pode interferir nas atividades naturais, como alimenta¢do, o que pode
resultar em enfraquecimento ou debilitacdo (Faccioli-Martins et al., 2014). Além disso, a
doenga causa a desvalorizagdo da pele, condenacdo das carcacas, além de poder levar o animal
ao oObito, o que realca o impacto econdmico provocado pela doenga, principalmente para

pequenos e médios produtores rurais (Souza et al., 2011; Corréa et al., 2018; Cruz et al., 2019).

2.1.2 Etiopatogenia

A linfadenite caseosa ¢ causada pela bactéria Corynebacterium pseudotuberculosis, um

parasita macrofago gram positivo, ndo esporulado, aerébio (Barnabé¢, 2020). Esta bactéria ¢

pleomorfica, assumindo forma cocdide ou filamentosa, além de ser intracelular facultativa. Ela
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¢ imdvel e nao esporulada. Embora nao possua capsula ou flagelos, as fimbrias estdo presentes
(Andrade, 2007; Bastos et al., 2012).

A transmissdo ocorre por meio do contato com secrecdes de abscessos rompidos,
podendo ser contato direto com animais clinicamente infectados ou a partir do contato com
superficies contaminadas (Faccioli-Martins et al., 2014).

A porta de entrada de C. pseudotuberculosis no organismo ocorre através da pele,
mucosas oral e respiratoria (Alves et al., 2007). Uma vez inoculada, Dorella et al. (2006)
demonstrou que a interacdo entre o Corynebacterium pseudotuberculosis e os macréfagos €
fundamental na patogénese da doenca, visto que a bactéria consegue sobreviver dentro dessas
células sendo transportada até o linfonodo de drenagem local, onde se multiplica, coloniza e
provoca inflamacao (Baird et al., 2007).

De acordo com Sa et al. (2018) a bactéria produz fatores de viruléncia, como a toxina
fosfolipase D e a proteina CP40, que sdo importantes para sua sobrevivéncia e disseminagao
nos tecidos. Esse processo ¢ seguido de uma resposta inflamatoria intensa, que leva a formacao
de granuloma, pus e necrose, alteragdes tipicas da doenga.

Uma vez estabelecida a doenga torna-se cronica, e se dissemina para todo o rebanho,
sendo raramente fatal e persistindo por toda a vida do animal (Baird et al., 2007; Sé et al.,

2018).

2.1.3 Alteragdes clinicas

As alteragdes clinicas causadas pela linfadenite caseosa em pequenos ruminantes sao
principalmente caracterizadas pela necrose caseosa induzida por bactérias dos ganglios
linfaticos (Dorella et al., 2006). Os abscessos medem de 4 a 5 cm, mas podem atingir até 15
cm e apresentam pus de consisténcia caseosa ou caseo-purulenta de cor esverdeada ou branco-
acinzentada (Riet-Correa et al., 2007).

Os linfonodos mais frequentemente acometidos sao os pré-escapulares, retrofaringeos,
parotideos, submandibulares e pré-crurais, possivelmente porque esses linfonodos drenam
areas de pele onde ocorrem escoriagdes e traumas mais frequentemente, favorecendo a entrada
do microorganismo (Souza et al., 2011).

Os linfonodos afetados se apresentam aumentados de volume, firmes e sensiveis a
palpacao, sendo facilmente identificados no exame clinico (Andrade, 2007). Ocorre diminui¢ao

da producio de 13, carne, leite e diminuicdo da eficiéncia reprodutiva (Guimaraes et al., 2011).
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Quanto aos sinais clinicos menos especificos, os animais podem apresentar dispneia e
desordens respiratdrias, ma condi¢do corporal, anemia e problemas reprodutivos como perda
de fertilidade (Kaba et al., 2011; Sa et al., 2018). Outra alteragao clinica menos comumente
observada ¢ o emagrecimento progressivo do animal, que ocorre devido a abscessos localizados
em visceras da cavidade toracica ou abdominal, sendo denominada ‘doenca da ovelha magra’
(Riet-Correa et al., 2007).

Ademais, a linfadenite caseosa pode ndo provocar sintomas, se apresentando na forma
subclinica, ou provocar poucas alteragdes evidentes, permanecendo despercebida até o

momento do abate, o que dificulta o controle da doenga (Barnabé et al., 2020).

2.1.6 Tratamento

Existem duas alternativas para o tratamento da LC, o tratamento medicamentoso € o
cirargico, porém nenhuma das duas apresenta eficacia satisfatoria. O tratamento
medicamentoso ¢ feito com antibidticos, sendo a tetraciclina, eritromicina e penicilina os
antimicrobianos ativos mais usados em bactérias intracelulares (Bastos et al., 2012). Contudo,
a antibioticoterapia ndo apresenta eficicia pois atinge niveis muito baixos dentro dos abscessos
devido a presenga de capsula fibrosa, pus e a localizagao intracelular da bactéria que dificultam
a acdo da substancia (Alves et al., 2007).

Segundo Bastos et al. (2012) o tratamento farmacologico € prolongado, durando um
periodo maior que 15 dias. A ineficiéncia do tratamento somada ao alto custo torna essa uma
alternativa inviavel para o controle da doenga nos rebanhos (Guimaraes et al., 2011).

Outra alternativa ¢ a drenagem cirurgica dos abscessos seguida de cauterizagdo quimica
com iodo 10% (Andrade, 2007). Porém esse método apenas diminui a contaminag¢ao ambiental,

sendo ineficaz por ndo atingir abscessos internos (Guimaraes et al., 2011).

2.1.7 Controle e prevencao

O desafio de eliminar a LC dos rebanhos decorre da combinacao da falta de eficacia
dos antibioticos com a capacidade do agente infeccioso de sobreviver no ambiente, juntamente
com a dificuldade de detectar os animais infectados (Gerelli et al., 2019). Além do mais, a C.
pseudotuberculosis consegue permanecer no hospedeiro cronicamente e escapar
eficientemente do sistema imune, sendo capaz de se disseminar silenciosamente nos rebanhos

(Faccioli-Martins et al., 2014).
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Embora a vacinacao seja considerada a estratégia mais eficaz para controlar a doenca,
ainda nd3o ¢ uma pratica totalmente consolidada e, portanto, ¢ necessario medidas como
detec¢do precoce, segregacdo e descarte de animais infectados. Contudo, essa tarefa ¢
complicada de ser executada, uma vez que o agente infeccioso se espalha rapidamente entre os
animais e ¢ dificil identificar aqueles que apresentam a doenca de forma subclinica. Assim,
medidas de manejo sanitario sdo essenciais para evitar a propagacao da doenca (Guimaraes et
al., 2011; Corréa et al., 2018).

No que se refere as vacinas disponiveis, no Brasil hé trés produtos autorizados pela
industria para serem utilizados. Entre eles, a vacina 1002 Atenuada® nao apresenta a campo a
mesma eficicia observada nos estudos experimentais (Santana et al., 2017). A vacina
Linfovac® ¢ uma vacina viva atenuada liofilizada, enquanto a vacina Glanvac T/LC® ¢
polivalente e oferece protecao contra varias doengas, incluindo a linfadenite caseosa, tétano,
carbuinculo e enterotoxemia. No entanto, a protecdo fornecida por essas vacinas € apenas
parcial, podendo também ocorrer efeitos colaterais indesejaveis, razao pela qual essas vacinas
nao sao usadas rotineiramente. Portanto, ainda ¢ preciso realizar mais estudos para desenvolver
um modelo vacinal que promova 100% de prote¢do (Bastos et al. 2012; Faccioli-Martins et al.,

2014; Barbosa, 2016, Gongalves, 2017).

2.2 Vacinas de subunidade recombinante

Diversas abordagens tém sido avaliadas com o objetivo de produzir uma vacina efetiva
contra a C. pseudotuberculosis, entre elas o uso de bactérias atenuadas e inativadas, bem como
a utilizag@o de vacinas de DNA e toxoéide (Pinho et al., 2021).

Vacinas de subunidade recombinante sdo formuladas utilizando antigenos de proteinas
definidos do patdogeno. Como vantagens estdo a capacidade de produzir antigenos altamente
purificados e especificamente direcionados contra o patdgeno, a capacidade de produzir uma
resposta imunologica mais forte e especifica e 0 menor risco, pois ndo contém patdgenos vivos
(Anderson, 2000; Doytchinova e Flower 2007; Nascimento, 2012).

O uso de proteinas recombinantes em estratégias vacinais para prevenir a linfadenite
caseosa tem sido considerado uma op¢ao viadvel e promissora, uma vez que os resultados
experimentais t€ém sido favoraveis (Silva et al., 2014).

Contudo, os antigenos proteicos geralmente sdo imunogenos fracos e por isso se faz

necessario o uso de adjuvante para aumentar a eficacia da formulagdo (Nascimento, 2012).
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Adjuvantes sdo compostos que aumentam a resposta imune, melhorando a eficacia da vacina.
Em vacinas de subunidades recombinantes, o adjuvante intensifica a imunogenicidade de

proteinas purificadas (Droppa-Almeida et al., 2016).

2.2.1 Proteina recombinante CP40

A proteina recombinante CP40 ¢ um dos primeiros antigenos proteicos da C.
pseudotuberculosis conhecidos, e foi identificada em 1994 no sobrenadante do meio de cultura
da bactéria. A CP40 foi purificada por cromatografia e ¢ descrita como uma proteina
extracelular secretada pelo patogeno. Essa proteina trata-se de um antigeno de 40 kDa e
comprimento de cerca de 351 aminoacidos. Ela ¢ considerada um importante fator de viruléncia
de C. pseudotuberculosis devido a capacidade demonstrada in vivo de degradar a regido Fc de
anticorpos IgG (Dorella et al., 2006; Baird et al., 2007; Silva et al., 2014; Rodriguez
Dominguez, 2020).

Vacinas recombinantes foram desenvolvidas utilizando a proteina CP40. No estudo
realizado por Droppa-Almeida et al. (2016) foram avaliadas formulag¢des contendo rCP40 com
diferentes adjuvantes, sendo eles saponina e adjuvante completo de Freud. As formulagdes
vacinais foram testadas em camundongos BALB/c. Apos 40 dias da ultima imunizagdo, foi
realizado o desafio contendo 10* UFC da cepa virulenta C57. Como resultado, a proteina rCP40
induziu altos niveis de anticorpos IgG2a e IgG2b. Apods desafio, os niveis de IgG2a e IgG2b
foram mantidos, o que sugere uma resposta Th1l. Todos os grupos imunizados com a proteina
rCP40 apresentaram 100% de protecao.

Silva et al. (2014) avaliou diferentes formulagdes de vacinas utilizando a proteina
recombinante rCP40 e a cepa recombinante viva CP09, que foram testadas em camundongos.
Um total de cinco grupos, cada um com 10 camundongos, foi imunizado com diferentes
formulagdes, incluindo salina (G1), CP40 e saponina (G2), CP09 (G3), uma combinagdo de
CP09, rCP40 e saponina (G4) e uma estratégia heter6loga prime-boost com adjuvante saponina
(G5). Todos os grupos de camundongos receberam duas doses da vacina com um intervalo de
15 dias entre as doses. No dia 30 apds a primeira imunizagao, todos os grupos foram desafiados
com a cepa virulenta de C. pseudotuberculosis MIC-6 na dose de 10* UFC. Os camundongos
foram monitorados por 30 dias ap6s o desafio. O estudo obteve uma taxa de protecdo de 90%
em animais imunizados apenas com CP40, enquanto a combinagao de rCP40 e CP09 mostrou
uma protecao de 70%, revelando que o uso da CP40 em formulagdes vacinais ¢ uma estratégia

promissora no controle da linfadenite caseosa.
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Poucos estudos foram realizados utilizando a proteina CP40 e testando-a na espécie-
alvo. O estudo de Walker et al. (1994) foi realizado com ovinos vacinados duas vezes com 100
ug por dose de CP40 em adjuvante hidroxido de aluminio. Os resultados mostraram que os
animais foram protegidos contra infeccdo por C. pseudotuberculosis, com redugao de 82% no
nimero de ovinos infectados e reducdo de 98% nas lesdes pulmonares, sugerindo que o

antigeno CP40 desempenha um papel importante na imunidade dos animais.

2.2.2 Bacillus Calmette-Guerin (BCG)

O Bacilo de Calmette-Guérin (BCG) € uma cepa atenuada da bactéria Mycobacterium
bovis amplamente utilizada na formulagao de vacinas (Bastos et al., 2009). Apresenta inimeras
vantagens como estabilidade, seguranga, baixo custo de produ¢do, capacidade adjuvante e
inducdo de imunidade celular, além de expressar com sucesso antigenos heterélogos (Dorneles
et al., 2020).

O BCG ¢ especialmente adequado para uso como adjuvante por sua capacidade de se
replicar em células apresentadoras de antigenos e induzir uma forte resposta Th1 e Th2. Essa
caracteristica ¢ considerada um elemento essencial de vacina bem-sucedida contra patégenos
intracelulares, como ¢ o caso da C. pseudotuberculosis. Outro fator ¢ sua seguranga
comprovada apos décadas de uso em todo o mundo e sua disponibilidade em muitos paises
(Nascimento, 2012; Mouhoub et al. 2021).

Leal et al. (2018) avaliou o uso de BCG recombinante expressando a proteina PLD
como uma possivel candidata para o desenvolvimento de uma vacina contra C.
pseudotuberculosis em um modelo murino. Os animais foram imunizados por via
intraperitoneal com duas doses separadas por um intervalo de 21 dias. O desafio foi realizado
42 dias apds a primeira imunizacio, com 10* UFC da cepa C. pseudotuberculosis MIC—6. Apos
o desafio, os animais foram observados por 60 dias. A vacina M. bovis BCG expressando a
proteina PLD e refor¢ada com proteina rPLD purificada foi capaz de induzir uma sobrevivéncia
de 88% dos camundongos desafiados, que apresentaram niveis mais altos de produgao de IFN-
Y, destacando a capacidade do BCG recombinante ser uma estratégia util para o

desenvolvimento de novas vacinas contra a C. pseudotuberculosis.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Realizar o acompanhamento clinico pos-desafio de ovinos vacinados e nao vacinados
com a formulagdo vacinal contendo a proteina recombinante CP40 e M. bovis BCG Pasteur,

apos o desafio com a cepa MIC-6 de C. pseudotuberculosis.

3.2 Objetivos especificos

- Mensurar parametros clinicos de peso, temperatura retal, frequéncia cardiaca,
frequéncia respiratdria € movimentos ruminais e coloracdo de mucosas nasal, nasal e oral,
sendo atribuido escore 1 para coloragao normal e escore 2 para coloragao palida;

- Avaliar os parametros clinicos obtidos ao longo de 20 semanas em ovinos vacinados

e ndo vacinados po6s-desafio.
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4 MATERIAIS E METODOS

O presente estudo foi conduzido no Nucleo de Ensino e Pesquisa em Pequenos
Ruminantes (NEPPER) da Universidade Federal Rural do Semi-Arido, no municipio de
Mossoro (5° 11 16" S, 37° 20" 38" W), no estado do Rio Grande do Norte.

4.1 Aspectos Eticos

Este projeto foi aprovado pela Comissio de Etica no Uso Animal (CEUA) da
Universidade Federal Rural do Semi-Arido (parecer niimero 14/2022).

4.2 Selecao e preparaciao dos animais

Foram utilizados 12 ovinos nativos, machos, sem raca definida, sem a presenca de LC
clinica, entre 4 ¢ 6 meses de idade. Antes do inicio do experimento, os animais passaram por
um periodo de quarentena de 30 dias e foram vermifugados com doramectina (Dectomax®)
seguindo o protocolo de vermifugagdo recomendado pelo fabricante. Os animais foram

alimentados com feno e concentrado, além de agua ad libitum.

4.3. Preparo da formulagio vacinal

4.3.1. Cultivo de Mycobacterium bovis BCG pasteur

A cepa M. bovis BCG Pasteur foi cultivada em meio Middlebrook 7H9 (Difco)
acrescido de 10% de OADC (Oleic Albumin Dextrose Catalase), 0,2 % de glicerol e 0,05% de
Tween 80. A quantificagdo do BCG foi feita utilizando o método de contagem de submetidas
as diluigdes decimais seriadas, semeadas em placas e incubadas em estufa B.O.D. a 37°C por

aproximadamente 1 semana (Marshall, 1992).

4.3.2. Expressdo e purificagdo da proteina recombinante CP40 de Corynebacterium

pseudotuberculosis

Para a expressdo da proteina rCP40, utilizou-se o plasmideo pAE/cp40 (Droppa-

Almeida et al., 2016) previamente construido e gentilmente cedido pela Dra. Sibele Borsuk da
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Universidade Federal de Pelotas (UFPel). O plasmideo foi inserido na bactéria Escherichia coli
(cepa BL21 Star) por meio de choque térmico, utilizando CaClz,. Posteriormente, foi realizada
a indugdo da expressdo da rCP40 fazendo uso de ImM de IPTG, e para confirmacdo da
expressao foi efetuado o Western Blot, utilizando-se de um anticorpo monoclonal anti-6x-His
em combina¢dao com a enzima peroxidase (Sigma).

A purificagdo da proteina recombinante foi executada com o auxilio de uma coluna de
sepharose (HisTrap), baseando-se na cromatografia de afinidade ao niquel. Ap6s a obtengdo da
proteina purificada, foi realizado um SDS-PAGE para verificacdo dessa pureza e em seguida

foi feita a quantificagdo da rCP40 pelo Kit BCA (Pierce).

4.3 Protocolo de vacinacao

Os animais foram divididos em 2 grupos, sendo 6 animais imunizados por via
subcutanea com solugdo salina a 0,9% (G1, grupo controle) e 6 animais imunizados com rCP40
e BCG diluido em PBS (G2). A proteina recombinante foi utilizada na quantidade de 200
ng/dose, e 0 BCG na quantidade de 10° UFC/dose de vacina em um volume final de 1ml. As
vacinas foram administradas em 2 doses intervaladas por 21 dias. Trinta dias apods a ultima
imunizacdo, todos os animais foram desafiados utilizando 1 ml contendo 10° UFC da cepa

virulenta MIC-6 de C. pseudotuberculosis por via subcutanea.

4.4 Inspecio fisica

O exame fisico dos animais foi realizado semanalmente apds o desafio, totalizando 20
semanas. O exame fisico foi realizado visando a detec¢do de lesdes, presenca de possiveis
reagdes adversas nos locais das vacinas e a observacdo do aspecto geral dos animais. Foi
realizada a palpagao dos linfonodos parotideos, retrofaringeo, submandibular, mediastinal, pré-
escapular, pré-femoral, popliteo e inguinal.

Além disso, foi realizada a mensuracao do peso corporal, observagao das coloragdes de
mucosa ocular, nasal e oral, afericdo da temperatura retal, frequéncia cardiaca, frequéncia
respiratdria € movimentos ruminais.

A escolha da mensuragdao do peso corporal como um parametro de interesse neste
estudo se justifica pela sua estreita relacdo com o estado de satide dos animais e sua capacidade
de sinalizar de forma antecipada a presenca de condi¢des patologicas em curso (Feitosa, 2008).

A andlise do peso corporal foi realizada com o auxilio de uma balan¢a mecanica.
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A afericdo da temperatura retal foi realizada utilizando um termoémetro clinico digital,
através da introdugdo do termometro no reto do animal, mantendo-o em contato com a mucosa
retal, até a leitura digital da temperatura ser estabilizada e disparar o sonorizador. A temperatura
retal foi selecionada como um pardmetro de analise pois alteragdes podem ser indicativas de
processos inflamatorios ou infecciosos no organismo dos ovinos (Feitosa, 2008), podendo ser
decorrente tanto de reagdes adversas a imunizagdo ou ao desafio, como também da
manifestagdo da LC em curso.

A aferi¢do da frequéncia cardiaca foi feita a partir da ausculta cardiaca na regido
toracica esquerda do animal, entre o terceiro e quarto espago intercostal, utilizando um
estetoscopio. Os batimentos foram contados durante 15 segundos com auxilio de um
crondmetro e o resultado foi multiplicado por 4, para obter o total de batimentos cardiacos por
minuto.

A frequéncia respiratdria foi feita de forma semelhante, com o estetoscopio posicionado
na regido toracica, proximo as primeiras costelas. Os movimentos respiratorios foram contados
durante 15 segundos com auxilio do crondmetro e o resultado foi multiplicado por 4, para obter
o total de respiragdes por minuto. A frequéncia respiratdria foi avaliada devido a capacidade
da LC causar distirbios respiratorios, incluindo taquipneia, em decorréncia de abscessos
pulmonares (Kaba et al., 2011).

Para realizagdo da verificagdo dos movimentos ruminais, foi colocado um estetoscopio
sobre a regidao do flanco esquerdo do animal, onde o ramen esta localizado. Em seguida, os
sons produzidos foram auscultados durante 2 minutos, com auxilio do crondmetro, e ao final,
o nimero de movimentos ruminais foi registrado. A escolha deste pardmetro se deu em razao
da capacidade da linfadenite caseosa provocar abscessos na cavidade abdominal, o que pode
ocasionar a reducdo no consumo (Faccioli-Martins et al., 2014) e, consequentemente,
alteragdes nos movimentos ruminais.

Para a verificacdo da coloracdo da mucosa ocular, foi feita a exposi¢ao da conjuntiva,
pressionando a palpebra superior com o dedo polegar e abaixando a palpebra inferior do
animal. A verificacao da coloragao de mucosa nasal e oral foi feita através da observagao direta
das narinas e gengivas. A andlise da coloracdo da mucosa foi realizada em fungdo da
capacidade da LC causar anemia nos animais infectados (Sa et al., 2018).

A fim de simplificar a interpretagdo dos resultados, a coloragdo da mucosa foi
categorizada como normal ou palida, sendo atribuido o escore 1 a mucosa com coloragao

normal e o escore 2 @ mucosa com coloragdo palida.
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4.5 Analise dos dados

Os dados foram submetidos a uma andlise estatistica descritiva, na qual foram
calculadas as medidas de tendéncia central, sendo a média ou a mediana, para cada grupo. Os
valores obtidos foram posteriormente submetidos ao teste t de Student, com o intuito de avaliar
a existéncia de diferengas estatisticamente significativas entre os grupos investigados. A
analise foi conduzida com um nivel de significancia estabelecido em 0,05.

A sele¢ao do método mais apropriado para a andlise dos dados, sendo a média ou a
mediana, foi escolhida com base na capacidade de cada medida em representar mais
adequadamente os resultados obtidos. Esta decisdo foi tomada considerando a possibilidade da
média ser influenciada por valores extremos, o que pode levar a distor¢des na analise, enquanto
a mediana, por sua vez, ¢ menos sensivel a esses valores discrepantes, tornando-se uma op¢ao
mais apropriada para conjuntos de dados que possuem distribui¢des mais assimétricas (Duquia,
2006), portanto alguns resultados foram apresentados por meio da média, enquanto outros

foram expressos por meio da mediana.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Expressao e purificacdo da proteina rCP40 de C. pseudotuberculosis

A expressao da proteina rCP40 de Corynebacterium pseudotuberculosis apresentou
rendimento de 8,22 mg/L. O rendimento final apresentou valor parecido com o obtido por

Droppa-Almeida et al. (2016), que foi de 10,4 mg/L.

5.2. Avaliacao dos parametros clinicos

Os dados de peso coletados dos ovinos ao longo das 20 semanas de acompanhamento
estdo apresentados no Grafico 1 (abaixo). Observou-se um aumento significativo de peso em
todos os animais ao longo das semanas. Esses achados mostram que nenhum dos animais
avaliados manifestaram a forma severa da doenga, uma vez que o ganho de peso foi preservado.
Verificou-se que, durante o experimento, os animais pertencentes ao grupo Gl (controle)
apresentaram valores superiores de peso comparados aos animais do G2. Todavia, a andlise
estatistica t de Student ndo identificou diferengas significativas entre os valores de peso dos

grupos investigados (p>0,05).
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Grafico 1. Média e desvio padriao (Média = DP) do peso de ovinos vacinados com BCG
+ CP40 e ndo-vacinados apés o desafio com a cepa virulenta MIC-6 de C.

pseudotuberculosis, e acompanhados durante 20 semanas.
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Fonte: Autor.

Quanto a média de temperatura retal dos ovinos durante as 20 semanas analisadas
(Grafico 2), em geral os animais apresentaram temperaturas dentro da faixa normal para ovinos,
que varia entre 38,5 e 40.5°C (ftavo et al., 2011).

A diferenca média entre os dois grupos foi muito discreta, ndo havendo diferencas
significativas (p>0,05) entre G1 e G2, demonstrando que o desafio com a cepa MIC-6 ndo teve
um impacto significativo na temperatura dos animais que indique um quadro inflamatorio ou
infeccioso apos desafio.

Ocasionalmente observou-se que alguns animais isolados apresentaram valores de
temperatura abaixo de 38,5°C. Essa alteracdo se mostrou pontual e ndo foi acompanhada de
outras manifestacdes clinicas. Além disso, hd uma variacao consideravel nas temperaturas ao
longo das semanas, o que indica que a temperatura das ovelhas foi fortemente influenciada por

fatores externos, tais como: horério do dia, radiagdo solar, época do ano, estresse e/ou manejo.
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Grifico 2. Média e desvio padrao (Média + DP) da temperatura retal de ovinos
vacinados com BCG + CP40 e ndo-vacinados apés o desafio com a cepa virulenta MIC-6
de C. pseudotuberculosis, e acompanhados durante 20 semanas.
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Fonte: Autor.

Nenhum animal apresentou aumento na frequéncia respiratéria (taquipneia) tipica de
linfadenite caseosa (Grafico 3). As faixas de valores para a FR estdao dentro dos limites normais
para ovelhas, entre 12 e 60 respiracdes por minuto (Cesar et al., 2004). A Uinica exceg¢ao ocorreu
proximo a semana 18, onde foi observado que dois animais do grupo controle apresentaram
leituras mais altas, acima de 80, porém essa alteracdo foi momentanea e ndo acompanhada de
outras alteracdes clinicas.

Nao existe um padrao claro ou consistente de aumento e diminui¢do da FR ao longo

das semanas, novamente indicando uma forte influéncia externa sobre os resultados.
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Grafico 3: Mediana de Frequéncia Respiratoria de ovinos vacinados com BCG + CP40 e
nao-vacinados apos o desafio com a cepa virulenta MIC-6 de C. pseudotuberculosis, e

acompanhados durante 20 semanas.
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Fonte: Autor.

Quanto a frequéncia cardiaca dos animais (Grafico 4), as taxas se apresentaram dentro
da faixa considerada saudavel para ovelhas, que ¢ de aproximadamente 70 a 120 bpm (Cesar
et al., 2004). Durante o estudo algumas ovelhas apresentaram valores de frequéncia cardiaca
um pouco mais baixos, enquanto outras apresentaram valores bastante altos. Isso pode ser
explicado por diferencas individuais entre os animais ou por diferencgas nas condi¢des em que
foram analisados.

Assim como os valores de FR, os valores de FC ndo seguem um padrdo claro de
aumento ou diminui¢do ao longo das semanas e as frequéncias cardiacas variaram bastante,

com valores mais altos no inicio do experimento e valores mais baixos nas semanas seguintes.
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Grafico 4: Mediana de Frequéncia Cardiaca de ovinos vacinados com BCG + CP40 e
nao-vacinados apos o desafio com a cepa virulenta MIC-6 de C. pseudotuberculosis, e

acompanhados durante 20 semanas.
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Fonte: Autor.

Em relagdo aos movimentos ruminais (Grafico 5), ndo ha diferencas estatisticas entre
os grupos avaliados (p>0,05). Todos os animais apresentaram taxas de movimentos ruminais

dentro da normalidade, que varia entre 1 e 2 movimentos por minuto (Faria, 2010).
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Grafico 5: Mediana de Movimentos Ruminais de ovinos vacinados com BCG + CP40 e
nao-vacinados apos o desafio com a cepa virulenta MIC-6 de C. pseudotuberculosis, e

acompanhados durante 20 semanas.
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Fonte: Autor.

Os dados de colorag@o de mucosas nasal (Grafico 6), ocular (Grafico 7) e oral (Grafico
8) dos ovinos ao longo das 20 semanas de acompanhamento estdo apresentados abaixo. Quanto
a esses parametros, € possivel verificar que as alteragdes foram mais prevalentes nas semanas
iniciais do experimento, o que coincide com o fato do protocolo de vermifugagdo ainda nao ter
sido concluido. Vale a pena ressaltar que a coloracdo de mucosa ¢ uma analise de certa forma
subjetiva, uma vez que ¢ desafiador distinguir nuances sutis de cores, como o rosa palido
(normal) e o levemente palido. Nao houve diferencas estatisticamente significativas entre os
dois grupos (p>0,05).

De acordo com o Grafico 6, na semana 5 a mucosa nasal se apresentou como palida em
muitos animais em comparagao com as semanas anteriores, em que a coloragao foi considerada
normal. Essa altera¢do pode indicar uma possivel mudanga no estado de saude das ovelhas ou
alguma mudanca na dieta. No entanto, € importante notar que uma unica semana de alteracao
na coloragdo da mucosa nao ¢ necessariamente significativa e pode ser apenas um ponto fora

da curva.
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Durante o estudo, foram detectadas variagdes periddicas de palidez em mucosa ocular
e oral nos 2 grupos (Grafico 7 e 8, respectivamente). Entretanto, ndo ¢ possivel concluir com
base nos resultados obtidos que a linfadenite caseosa tenha sido a causa dessas alteragdes, ja

que outros fatores podem ter contribuido para essa manifestagao.

Grafico 6: Mediana do escore de coloracio de mucosa nasal de ovinos vacinados com
BCG + CP40 e nao-vacinados apos o desafio com a cepa virulenta MIC-6 de C.

pseudotuberculosis, e acompanhados durante 20 semanas.
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Fonte: Autor.
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Grafico 7: Mediana do escore de coloracao de mucosa ocular de ovinos vacinados com
BCG + CP40 e nao-vacinados apos o desafio com a cepa virulenta MIC-6 de C.

pseudotuberculosis, e acompanhados durante 20 semanas.

——CONTROLE ——CP40+BCG
2
o
e
:
51,5
—
O
Q
aa]
A
21 —
S
Q
2
[8a]
0,5
1 23 456 7 8 910111213 14 15 16 17 18 19 20
SEMANAS

Fonte: Autor.

Grafico 8: Mediana do escore de coloracio de mucosa oral de ovinos vacinados
com BCG + CP40 e nao-vacinados apos o desafio com a cepa virulenta MIC-6 de C.

pseudotuberculosis, e acompanhados durante 20 semanas.
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Deste modo, pudemos observar com esse estudo que a vacinagdo com a formulagao
contendo rCP40 e M. bovis BCG Pasteur ndo altera os parametros de peso, coloragdo de
mucosas, temperatura retal, frequéncia cardiaca, frequéncia respiratéria € movimentos
ruminais em longo prazo, uma vez que as avaliagdes foram feitas durante 20 semanas apds o
desafio. Isto pode ser um bom indicativo de que a formulagao vacinal ndo gera reagdes adversas

imediatas ou tardias, sendo segura para uso em ovinos.

Tabela 1: Comparac¢ao da Quantidade de Linfonodos Alterados em Animais
Submetidos a Diferentes Protocolos de Tratamento, com ovinos vacinados com BCG +
CP40 e nao-vacinados apés o desafio com a cepa virulenta MIC-6 de C.
pseudotuberculosis, e acompanhados durante 20 semanas.

PAR RET SUB MED PES PFE POP ING

Controle | 0/6 1/6 1/6 0/6 1/6 0/6 2/6 1/6
CP40+ 1/6 0/6 0/6 2/6 2/6 0/6 1/6 1/6
BCG

Fonte: Autor.

Os resultados sao expressos em quantidade de linfonodos alterados nos grupos controle (n=06) e
imunizado com CP40 e BCG (n=6), sendo PAR: parotideo; RET: retrofaringeo; SUB: submandibular;
MED: mediastinal; PES: pré-escapular; PFE: pré-femoral; POP: popliteo; ING: inguinal.

Os animais pertencentes tanto ao grupo controle quanto ao grupo vacinado
apresentaram poucas lesdes externas, ndo havendo diferencas significativas entre os dois
grupos em relagdo a manifestacdo das lesdes (p>0,05). Cabe ressaltar que as lesdes observadas
foram de baixa intensidade e com caracteristicas similares em ambos os grupos.

Acreditamos que alguns aspectos podem ter influenciado a auséncia de lesdes em
animais desafiados do grupo controle. Primeiramente, pode ser explicado pela origem dos
animais utilizados neste estudo, que ¢ desconhecida, o que torna incerta a exposi¢ao prévia dos
animais ao C. pseudotuberculosis, que pode ter fornecido uma imunidade parcial ao agente.

Al-Gaabary et al. (2009) relata que animais mais jovens tendem a ser menos suscetiveis
a linfadenite caseosa do que animais adultos, visto que a menor prevaléncia em animais
menores de 1 ano pode ser atribuida a transferéncia passiva da imunidade materna. Assim, a
idade dos animais utilizados em nosso estudo pode ter influenciado na baixa manifestagcao de

lesdes nos animais do grupo controle.
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Nossos resultados sao semelhantes ao de Moreira et al. (2021), avaliando formulagdes
vacinais contendo combinagdes de proteinas recombinantes contra C. pseudotuberculosis em
ovelhas com idade menor que 1 ano. Nove ovelhas foram divididas aleatoriamente em trés
grupos, sendo o Grupo 1 controle, e os Grupos 2 e 3 imunizados com diferentes combinagdes
de proteinas recombinantes. Os animais foram desafiados com a cepa de C. pseudotuberculosis
CAPJ4 por via subcutanea. Como resultado, dois dos trés animais dos grupos 1 e 3
apresentaram apenas uma pequena lesdo superficial proximo ao ponto de infeccao do desafio.
Apenas um animal do grupo 2 apresentou lesdo granulomatosa no linfonodo esquerdo do
mesmo lado do desafio. Dessa forma, ndo houve diferenca entre a quantidade e a gravidade das
lesdes nos grupos vacinados e no grupo controle.

Até o momento, o nosso estudo representa o primeiro experimento a avaliar a eficacia
da combinacdo da proteina recombinante rCP40 ¢ BCG em espécies-alvo da linfadenite
caseosa. E importante ressaltar que pesquisas realizadas em animais alvo sdo fundamentais
para se avaliar a eficdcia e a seguranca de novas formulagdes vacinais, uma vez a maioria dos
estudos sdo realizados em modelos animais distintos da espécie afetada, o que dificulta a
avaliacao da efetividade dos antigenos contra a linfadenite caseosa nas espécies-alvo (Pinho et
al., 2021).

Exceto pela andlise dos linfonodos, os resultados obtidos em nosso estudo apresentam
uma grande diversidade, sem uma tendéncia 6bvia ou consistente ao longo das semanas que
possa ser associada a presenca da linfadenite caseosa. Os parametros examinados estao dentro
dos valores normais, embora haja algumas excegdes, que podem ser atribuidas ao estresse
causado pelo procedimento de avaliacdo e as condi¢cdes ambientais e de manejo as quais 0s

animais foram submetidos.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

O acompanhamento clinico de ovinos vacinados e ndo vacinados com a formulagao de
rCP40 e BCG demonstrou que a vacinagdo nao altera os pardmetros de peso, coloracido de
mucosas, temperatura retal, frequéncia cardiaca, frequéncia respiratdéria € movimentos
ruminais, em longo prazo, o que pode ser um bom indicativo de que a formulagdo vacinal nao
gera reagOes adversas imediatas ou tardias, sendo seguras para uso em ovinos.

Além disso, mais pesquisas com formulagdes vacinais contra C. pseudotuberculosis
testadas na espécie-alvo devem ser realizadas, abrindo caminho para o desenvolvimento de

uma vacina 100% eficaz e segura em pequenos ruminantes.
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