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RESUMO
A Brucelose é uma doenga infectocontagiosa causada por bactérias Gram-negativas
intracelulares facultativas, de grande importancia em sadde animal e humana. Brucella ovis
infecta ovinos causando principalmente epididimite e falha reprodutiva em carneiros.
Praticas de vacinacdo, aliadas a um eficiente programa de vigilancia sdo ferramentas
fundamentais para o controle das doencas. Uma alternativa para o controle e erradicacéo da
brucelose ovina por B. ovis seria a utilizacdo de estirpes atenuadas desta espécie. Este
estudo teve o objetivo de avaliar o potencial vacinal da candidata a vacina B. ovis AabcBA
associada a diferentes adjuvantes em camundongos desafiados com B. ovis. Camundongos
imunizados com cépsulas de alginato com quitosana carregadas com a estirpe vacinal
apresentaram uma reducdo significativa na recuperacdo bacteriana no bago e figado ap6s o
desafio infeccioso quando comparados ao grupo ndo vacinado, conduzindo ha uma
diferenca de aproximadamente 0,514 Log e 0,598 Log de recuperacdo bacteriana no baco e
figado, respectivamente. Durante a avaliagdo dos niveis de IgG os animais imunizados com
alginato com quitosana carregadas com a estirpe vacinal exibiram altos niveis de IgG total,
exibindo altos niveis dos isotipos IgG1l e 1gG2a, ambas responsaveis por auxiliarem na
conducdo de uma resposta imune tanto do tipo humoral quanto celular respectivamente.
Este conjunto de resultados obtidos demonstram que B. ovis AabcBA associadas a capsulas
de alginato com quitosana protege camundongos contra o desafio experimental com B. ovis.

Palavras-chave: alginato, quitosana, matriz polimérica, resposta imune, carneiros,

brucelose ovina, transportador ABC, camundongos.



ABSTRACT

Brucellosis is an infectious disease caused by facultative intracellular Gram-negative
bacteria, of great importance in animal and human health. Brucella ovis infects sheep
mainly causing epididymitis and reproductive failure in sheep. Vaccination practices,
combined with an efficient surveillance program, are fundamental tools for disease control.
An alternative for the control and eradication of ovine brucellosis by B. ovis would be the
use of attenuated strains of this species. This study aimed to evaluate the vaccine potential
of the candidate for the B. ovis AabcBA vaccine associated with different adjuvants in mice
challenged with B. ovis. Mice immunized with chitosan alginate capsules loaded with the
vaccine strain showed a significant reduction in bacterial recovery in the spleen and liver
after the infectious challenge when compared to the unvaccinated group, leading to a
difference of approximately 0.514 Log and 0.598 Log of bacterial recovery in the spleen
and liver, respectively. During the evaluation of IgG levels, animals immunized with
chitosan alginate loaded with the vaccine strain exhibited high levels of total IgG,
exhibiting high levels of the 1IgG1 and IgG2a isotypes, both responsible for assisting in the
conduction of an immune response, both humoral and cell respectively. This set of results
obtained shows that B. ovis AabcBA associated with alginate capsules with chitosan

protects mice against the experimental challenge with B. ovis.

Keywords: alginate, chitosan, polymer matrix, immune response, rams, sheep brucellosis,
ABC transporter, mice.
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1. INTRODUCAO

Uma das principais doencas de grande importancia tanto para a saide animal quanto
humana sdo as causadas por bactérias do género Brucella. Esta bactéria Gram-negativa
intracelular facultativa amplamente difundida mundialmente é capaz de infectar diferentes
espécies de animais, embora, algumas espécies tenham hospedeiro especifico, elas possam
ainda infectar outras espécies animais e seres humanos (Corbel e Brinley-Morgan, 1984;
Foster et al., 2007; Scholz et al., 2010; Whatmore et al., 2014; Scholz et al., 2016).

Dentre as espécies deste género, Brucella ovis apesar de ndo ser zoondtica é
responsavel por grandes perdas econdmicas em criacdes de ovinos em todo o mundo,
relacionada principalmente a epididimite e falhas reprodutivas, sendo em grande parte dos
casos uma doenca negligenciada (Burgess, 1982; Carvalho Janior, et al., 2012).

A brucelose ovina por B. ovis apresenta-se distribuida por todo o mundo, afetando
em especial as regiGes onde a criacdo de ovinos é considerada uma atividade econémica de
grande relevancia, podendo ser encontrado em paises das Américas, Asia, Europa, Africa e
Oceania (Hopkinson et al., 1979; Ridler et al., 2000; Picard-Hagen et al., 2015; Costa et al.,
2016; Ledwaba et al., 2019; Elderbrook et al., 2019; Ali et al., 2019; Alvarez et al., 2020).
Gracas a estudos sorologicos realizados no Brasil, € possivel observar a distribuicdo desta
doenca por diferentes Estados e regides, principalmente naqueles onde a criacdo de ovinos
é de grande importancia econdmica (Costa et al., 2012; Santos et al., 2013b; Costa et al.,
2016; Mendonca et al., 2017), assim como em outros paises, onde se observam reducao da
produtividade com reflexo financeiro negativo nesta atividade (Elderbrook et al., 2019).

A infeccdo dos animais ocorre principalmente de forma venérea, por meio do
contato entre mucosas, sejam elas prepucial, peniana, retal ou nasal, ou ainda, através do
contato com secrecBes oriundas de animais infectados (Burgess, 1982). Esta doenca
acomete principalmente carneiros, que desenvolvem lesdes em sua grande maioria restritas
ao sistema reprodutor (Carvalho Junior et al., 2012). Dentre os érgdos mais afetados estdo o
epididimo, em especial a cauda epididimaria, onde se observa intenso infiltrado
inflamatdrio linfohistioplasmocitario, além de afetar também a vesicula seminal e os
testiculos (Carvalho Junior et al., 2012; Picard-Hagen et al., 2015; Ali et al., 2019). As
ovelhas apesar de serem afetadas de forma esporadica, podem apresentar sinais clinicos
relacionados a falhas reprodutivas como, aborto, nascimento de crias fracas e
natimortalidade (Homse et al., 1994; Grilld et al., 1999).

Para se chegar ao diagnostico da brucelose ovina por B. ovis € possivel langar mao

de técnicas diagnosticas como métodos sorolégicos como Imunodifusdo em Gel de Agar
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(IDGA), ELISAI (do inglés Enzime Linked ImmunoSorbent Assay, indireto) (Franca et al.,
2014; Picard-Hagen et al., 2015) e o teste de fixagdo do complemento (FC) (West et al.,
1993; Xavier et al.,, 2011), bem como métodos moleculares como PCR ( do inglés
Polymerase Chain Reaction) (Costa et al., 2016), ou ainda através do isolamento
bacteriano, sendo esta técnica apontada como padrdo ouro para o diagnostico desta infeccao
(Silva et al., 2015b; Branscom et al., 2019).

Uma das formas de se obter sucesso no controle de uma enfermidade é aliar um
programa de vigilancia eficiente a praticas de vacinacdo (Olsen e Stoffregen, 2005;
Dorneles et al., 2015). Outra espécie deste género que pode acometer 0s ovinos é B.
melitensis, sendo seu controle realizado a partir da imunizagdo dos animais utilizando uma
estirpe viva atenuada denominada B. melitensis Rev 1 (Ridler e West, 2011; Sancho et al.,
2014). Embora muito utilizada e demonstre certa protecdo contra a infeccdo por B. ovis
(Blasco, 1997), seu uso apresenta certas desvantagens como, resisténcia antimicrobiana a
estreptomicina, capacidade de indugdo de abortos em animais gestantes, interferéncia em
métodos diagnosticos (Marin et al., 1990; Blasco, 1997; Ponsart et al., 2020), além de ser
patogénica para seres humanos (Arapovic et al., 2020). A comercializa¢do desta vacina nao
é permitida em paises onde a ocorréncia B. melitensis é considerada exotica (Blasco, 1997;
Grilld et al., 2000; Ridler e West, 2011).

De forma alternativa, o controle e erradicacdo da infeccdo por B. ovis, pode ser
alcancado por meio de vacinas que utilizassem estirpes atenuadas desta espécie. Estudos
demonstraram que a utilizacdo da estirpe atenuada B. ovis AabcBA foi capaz de conferir
protecdo significativa em carneiros desafiados experimentalmente com a estirpe selvagem
de B. ovis, demonstrando ainda melhor resposta quando associada a adjuvantes (Silva et al.,
2015b).

A utilizacdo de substancias denominadas de adjuvantes, em preparacdes vacinais,
pode contribuir para 0 aumento da resposta imune, conduzindo a uma resposta mais intensa
e prolongada, melhorando a eficacia de uma vacina (Brunner et al., 2010). De acordo com
alguns autores, para estas substancias serem consideradas ideais, elas devem apresentar
algumas caracteristicas dentre as quais, atuarem de forma conjunta e permitir melhor
captacdo de antigenos por células do sistema imune, ter estabilidade, serem considerados
puros e seguros, além de versateis quanto a seu uso por diferentes vias de imunizacgéo e
produzidos de forma sustentavel e sintética, contribuindo para melhora da resposta imune e

reducdo no nimero de imunizagdes (Reed et al., 2013).
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2. OBJETIVOS

Considerando a hipdtese de que vacinas preparadas a partir de estirpe B. ovis
AabcBA associada a diferentes formulagGes adjuvantes, conferem maior protecdo contra o
desafio infeccioso com a estirpe selvagem, este trabalho tem como objetivo geral, avaliar o
potencial vacinal da candidata a vacina B. ovis AabcBA associada a diferentes adjuvantes
em camundongos desafiados com B. ovis.

Para que este objetivo pudesse ser alcancado, uma série de experimentos foi
realizada, destacando assim 0s seguintes objetivos especificos:

i.  Analisar o tempo de polimerizacdo in vitro da matriz polimérica em diferentes
concentracOes e temperaturas.

ii.  Avaliar a capacidade protetora da estirpe vacinal B. ovis AabcBA associada a
diferentes adjuvantes incluindo matriz polimérica e microcapsulas de alginato e
quitosana.

ii.  Awvaliar reagdes vacinais nos locais de inoculacdo da estirpe vacinal B. ovis AabcBA
associada a diferentes adjuvantes.

iv.  Avaliar os niveis de anticorpos IgM, IgG e suas subclasses (IgG1, 1gG2a, IgG2b e

IgG3) induzidos pelas diferentes associa¢des de adjuvantes a vacina.

3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. O género Brucella

A brucelose € uma doenca infectocontagiosa causada por bactérias Gram-negativas
intracelulares facultativas, de grande importancia em saide animal e humana. A primeira
descricdo de bactérias deste género ocorreu no ano de 1887 por David Bruce, isolada de
soldados acometidos pela doenga conhecida como febre de Malta (Bruce, 1887).

Atualmente doze espécies séo reconhecidas como pertencentes ao género Brucella:
B. melitensis, B. abortus, B. suis, B. canis, B. ovis, B. neotomae (Corbel e Brinley-Morgan,
1984), B. pinnipedialis (Foster et al., 2007), B. ceti (Foster et al., 2007), B. microti (Scholz
et al., 2008), B. inopinata (Scholz et al., 2010), B. papionis (Whatmore et al., 2014) e B.
vulpis (Scholz et al., 2016).

Estas bactérias apresentam caracteristicas peculiares a sua sobrevivéncia, como a
capacidade de permanecer e se replicar no interior de células fagociticas como macréfagos,

células trofoblasticas e células dendriticas, mais precisamente no reticulo endoplasmatico,
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sendo capaz de modular a formacdo do fagolisossoma, permitindo desta forma sua
permanéncia no interior das células hospedeiras (Gorvel e Moreno, 2002; Moreno, 2014).
Também tem sido descrito a habilidade destas bactérias em se multiplicarem em diferentes
tipos celulares como fibroblastos embrionarios de camundongos (Hamer et al., 2014),
micrdglias, que quando infectadas favorecem a injuria neuronal (Rodriguéz et al., 2017) e
mais recentemente, pré-adipocitos, levando a importantes alteraces durante o processo de
adipogénese (Viglietti et al., 2020).

Algumas espécies de Brucella como B. melitensis, B. abortus, B. suis e B. canis
apresentam carater zoonotico e sdo descritas como causadoras de doencas graves em seres
humanos em diversas regides do mundo, ocorrendo em algumas destas de forma endémica
(Pappas et al., 2005; Pappas et al., 2006). Em seres humanos os sinais clinicos sdo muito
varidveis e podem acometer diversos oOrgdos como figado, sistema nervoso central,
articulacGes, coracdo, mediastino e sistema reprodutor, sendo consideradas febre, dores
articulares, astenia e suores noturnos as principais manifestacfes clinicas (Sabzi et al.,
2017; Ebrahimpour et al., 2017; Sabzi e Faraji, 2017; Casallas et al., 2018; Bosilkovski et
al., 2018; Handattu et al., 2018; Inan et al., 2019).

A brucelose afeta ampla variedade de animais domésticos e silvestres. Em bovinos,
a infeccdo por B. abortus pode causar perdas econdmicas significativas relacionadas a falha
na reproducdo e queda na produtividade, sendo a brucelose bovina apontada como
importante causa de aborto em bovinos e diagnosticada em diversas regies do mundo
(Carvalho et al., 2016; Gwida et al., 2016; El-Diasty et al., 2016; Hernandez-Mora et al.,
2017; Higuera et al., 2018). Bovinos infectados por B. abortus podem permanecer sem
sintomatologia clinica aparente ou manifestar aborto que geralmente ocorre no ultimo
trimestre de gestacdo associada a uma placentite hemorragica ou fibrino-necrética (Xavier
et al., 2009; Poester et al., 2013). De acordo com (Santos et al., 2013a) uma Unica vaca
acometida pode representar um prejuizo que varia entre R$ 226,47 a R$ 420,12 (com base
em valores da época) havendo assim, perdas milionarias para o setor pecuario, podendo
desta forma comprometer a atividade, demostrando a importancia de se possuir um rebanho
bovino livre de brucelose (Allen et al., 2015).

Outras espécies de Brucella também causam prejuizos econémicos em criagdes no
mundo todo. Brucella melitensis € o principal agente da brucelose em pequenos ruminantes,
sendo também a espécie zoondtica mais patogénica ao homem (Papas et al., 2005; Blasco e
Molina-Flores, 2011). Infeccdo por B. ovis causa epididimite e falha reprodutiva em

carneiros, e embora amplamente distribuida, é geralmente negligenciada (Carvalho Janior
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et al., 2012). B. canis infecta caes sendo responsavel por infec¢Bes cronicas assintomaticas
de diagndstico desafiador ou associadas a falhas reprodutivas e natimortalidade (Souza et
al., 2018).

Devido a sua caracteristica intracelular, o controle da infec¢do por Brucella spp. é
prejudicada, haja vista que, este agente se abriga em células hospedeiras ndo permanecendo
exposto aos efeitos da maioria dos antibidticos (Gorvel e Moreno, 2002). Outra
complicagdo importante para o tratamento de infecces por Brucella spp. é sua resisténcia
antimicrobiana, havendo necessidade de combinacdo de farmacos, especialmente
doxiciclina e rifampicina, associadas a um longo periodo de tratamento a depender da
apresentacdo clinica, estirpe envolvida e das complicacfes exibidas pelo paciente (Shehabi
et al., 1990; Pappas et al., 2005; Pappas et al., 2006; Corbel, 2006).

Uma forma eficiente de prevenir a doenca do homem € controlar a brucelose nos
animais domésticos. Com intuito de prevenir a brucelose em animais especialmente
pequenos e grandes ruminantes, os programas de controle tém como principal ferramenta a
vacinacdo (Olsen e Stoffregen, 2005). Atualmente as vacinas em uso para prevencdo da
brucelose animal sdo oriundas de cepas vivas atenuadas, sendo as mais amplamente
utilizadas comercialmente B. melitensis Rev-1, B. abortus S19 e B. abortus RB51, esta
ultima sendo uma estirpe rugosa (Corbel, 2006; Dorneles et al., 2015; Carvalho et al.,
2016). No entanto, 0 uso destas vacinas apresenta particularidades e limitagdes, como por
exemplo a idade do animal a ser vacinada, vacinacao apenas de fémeas, risco de infec¢cdo
ao animal, podendo ocasionar abortamento em fémeas gestantes vacinadas, interferéncia
em testes soroldgicos, ser eliminada através do leite, apresentar resistentes a rifampicina,
além de acarretar doenca em humanos devido a inoculacdo acidental (Dougherty et al.,
2013; Dorneles et al., 2015; Gruber et al., 2020; Arapovi¢ et al., 2020).

3.2. Infeccéo por Brucella ovis

3.2.1 Epidemiologia

B. ovis é uma das doze espécies reconhecidas no género Brucella. Este cocobacilo
Gram-negativo €é capaz de sobreviver no interior de células fagociticas, ndo tem encapsula e
apresenta um fenotipo rugoso devido a auséncia da cadeia O no lipopolissacarideo (LPS).
Esta espécie é responsavel por infeccdo cronica especialmente em ovinos (Burgess, 1982),
havendo relatos de infecgdo em cervos (Ridler et al., 2000) e em caprinos que convivem

com ovinos que estdo eliminando a bactéria (Burgess et al., 1985). Cabe ressaltar que este
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agente ndo apresenta patogenicidade conhecida para seres humanos (Burgess, 1982;
Godfroid et al., 2005).

A brucelose ovina por B. ovis apresenta ampla distribuicdo mundial, acometendo
regides onde a criacdo de ovinos apresenta conhecida relevancia econémica, dentre 0s quais
estdo paises da América do Norte e do Sul, Europa, Africa, Asia, além de Nova Zelandia e
Australia (Hopkinson et al., 1979; Ridler et al., 2000; Picard-Hagen et al., 2015; Costa et
al., 2016; Ledwaba et al., 2019; Elderbrook et al., 2019; Ali et al., 2019; Alvarez et al.,
2020).

No Brasil estudos soroldgicos tém evidenciado brucelose ovina em rebanhos de
diferentes Estados. Em um estudo realizado na Paraiba, 20,4% das propriedades avaliadas
apresentam animais sorologicamente positivos (Santos et al., 2013b). Em estudo realizado
por Costa et al., (2012) no Piaui utilizando-se métodos soroldgicos e Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) identificou 12,9% dos rebanhos avaliados positivos para infeccdo por B.
ovis. Em Sergipe, Mendonga et al., (2017) observaram uma positividade em testes
soroldgicos de 46,3% de todas as propriedades avaliadas. No Estado de Minas Gerais,
observou-se em propriedades de criacdo de ovinos e de criacdo mista de ovinos e caprinos,
positividade de 19,5% e 61,1% respectivamente pelo método de ELISA indireto e a 4% e
0%, respectivamente em PCR de amostra de urina. (Costa et al., 2016).

De acordo com alguns autores, a infecgdo por B. ovis resulta importante prejuizo
econémico, sendo mais representativo em sistemas de criacdo intensiva. Alguns fatores
podem contribuir para uma maior prevaléncia e maior risco de infeccdo como descrito por
os Elderbrook et al., (2019), onde o sistema de criagdo semi-intensivo, utilizando uma
proporcdo de 1 macho para 41,3 fémeas, considerada adequado para este tipo de sistema
(Fonseca et al., 2005), além da rotatividade do plantel com a frequente aquisicdo de animais
novos, oriundos de rebanhos nao testados podem contribuir para um aumento dos casos de
brucelose ovina. Além destes fatores, animais a partir de um ano de idade, devido ao inicio
da vida reprodutiva, podem apresentar maior tempo de exposicdo ao agente (Sergeant,
1994; Machado et al., 2015; Alvarez et al., 2020).

De forma natural acredita-se que a infeccdo ocorra de um animal a outro por
transmissdo venérea, pelo conato entre mucosas (prepucial, peniana, nasal e retal) ou ainda
pelo contato com secrec¢des de animais contaminados (Burgess, 1982). Experimentalmente
para se reproduzir a infeccdo por B. ovis foram utilizadas a via intraprepucial e
intraconjuntival em ovinos domésticos (Xavier et al., 2010; Carvalho Janior et al., 2012;

Silva et al., 2013) e em ovinos selvagens como Ovis canadensis canadensis (McCollum et
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al., 2013). Trinta dias ap6s a inoculacdo ja € possivel observar sinais clinicos como
aumento de volume na cauda do epididimo, relacionada ao processo inflamatorio
estabelecido, sendo possivel observar a eliminacdo das bactérias no sémen antes da

observacao deste sinal (Carvalho Janior et al., 2012).

3.2.2. Manifestagdes clinicas

Em carneiros infectados por B. ovis as lesdes em sua maioria estdo restritas ao
sistema reprodutor. A regido mais acometida é a cauda do epididimo, sendo observado
aumento de volume assimétrico e alteracdes na consisténcia, apresentando-se firme a
palpagdo durante exame clinico (Carvalho Junior et al., 2012; Picard-Hagen et al., 2015;
Ali et al., 2019). Esta lesdo pode se estender e afetar os testiculos, que podem ter
apresentacdo clinica caracterizada por diminuicdo do volume e flacidez devido a
degeneracdo, refletindo em diminuigdo da circunferéncia escrotal (Petrovi¢ et al., 2014;
Picard-Hagen et al., 2015; Ali et al., 2019).

Ainda durante a avaliacdo clinica é possivel observar a presenca de formacdes
nodulares, que por meio de exame de imagem, permite caracterizar como formacdo de
abscessos que podem ser observados tanto no epididimo quanto no testiculo (Carvalho
Junior et al., 2012; Alli et al., 2019). Outro 6rgdo afetado é a glandula vesicular, no entanto,
a evidencia de alteragdes clinicas dificilmente é observada durante um exame clinico
(Foster et al., 1987).

Apesar do comportamento sexual normal, a qualidade do sémen em carneiros
infectados por B. ovis podem estar comprometida. As principais alteracbes observadas
estdo relacionadas a morfologia espermatica, sendo a maior relacionadas a peca
intermediaria, no entanto, alteracBes morfoldgicas na cauda podem também estar presentes,
além de células inflamatérias e diminuicdo na concentracdo espermatica que podem ser
observadas durante a avaliacdo do ejaculado (Carvalho Janior et al., 2012; Picard-Hagen et
al., 2015).

Em ovelhas, embora sejam ocasionais, as principais manifestacdes clinicas
observadas estdo relacionadas ao abortamento, natimortalidade e nascimento de crias
fracas, vaginite e endometrite, com eliminacdo bacteriana através de descargas vaginais,
sendo estas alteracOes diretamente relacionadas a falhas reprodutivas, comprometendo o
indice reprodutivo do rebanho (Homse et al., 1994; Grill6 et al., 1999). Outro ponto

importante é a observacdo de alteragdes inflamatdrias na glandula maméria, com a
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eliminacdo de bactérias atraves do leite, contribuindo desta forma para a transmissao da
doenca (Grill6 et al., 1999).

3.2.3 Lesdes macro e microscopicas

Durante a infeccdo por B. ovis em machos as lesGes concentram-se principalmente
no aparelho reprodutor, em especial acometendo o epididimo, glandula vesicular e em
alguns casos o0s testiculos. Macroscopicamente, o epididimo pode apresentar
principalmente na regido da cauda um aumento de volume de aspecto nodular de
consisténcia firme e em alguns casos ao corte drenar conteldo de aspecto Vviscoso e
amarelado. Os testiculos podem apresentar-se diminuidos de volume e consisténcia flacida
indicando degeneragdo testicular, além da formagdo de capsula fibrosa em casos crénicos
resultando em aderéncias das tanicas (Carvalho Janior et al., 2012; Silva et al., 2015b).

Microscopicamente, no epididimo a lesdo é caracterizada a principio por intenso
infiltrado inflamatorio linfohistioplasmocitario, podendo variar em intensidade e acometer
ambos os testiculos. Isso ocorre devido a estase espermatica, conduzindo assim a posterior
ruptura tubular, levando a formacdo de granuloma espermatico (Carvalho Junior et al.,
2012). Este extravasamento induz uma resposta imune contra 0s espermatozoides dando
inicio a um processo inflamatdrio intersticial granulomatoso. Nos testiculos as lesdes
observadas sdo caracteristicas de degeneracdo com vacuolizacdo e desprendimento das
células do epitélio seminifero em conjunto com dilatacdo tubular seminifera (Carvalho
Junior et al., 2012; Silva et al., 2015b). Outro 6rgdo comumente afetado é a vesicula
seminal sendo observado em muitos casos infiltrado inflamatorio intersticial multifocal
composto por linfocitos e plasmdcitos (Carvalho Junior et al., 2012).

Em fémeas infectadas por B. ovis 0s principais achados sdo vaginite, endometrite e
placentite, embora, a bactéria possa ser isolada de outros 6rgaos sem alteracdes patologicas
significativas (Grill6 et al., 1999; Santos et al., 2005). Microscopicamente, as lesdes
caracterizam-se por endometrite linfoplasmocitaria multifocal associada a hiperplasia
epitelial com formacéo de dilatagGes cisticas (Grill6 et al., 1999; McCollum et al., 2013).
As lesBes na placenta ocorrem principalmente na regido intercotiledonaria com infiltrado
inflamatdrio composto por histiécitos e neutrofilos, com necrose de células trofoblasticas
(Osburn e Kennedy, 1966; McCollum et al., 2013).

Em fetos abortados devido a infeccdo por B. ovis as lesbes estdo relacionadas a
processos pneumonicos. Microscopicamente, composto por infiltrado inflamatdrio

intersticial linfo-histioplasmocitario, associado a edema de septo alveolar e hiperplasia do
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tecido linféide associado ao brénquio (BALT), colapso dos espacos alveolares, além de
inflamacdo de linfonodos mediastinais (Osburn e Kennedy, 1966; Burgess, 1982;
McCollum et al., 2013).

3.2.4 Patogénese

A via de infecgdo por B. ovis em ovinos pode ocorrer através do contato com
superficies mucosas, seja ela peniana, vaginal, retal, nasal ou conjuntival (Burgess, 1982).
Apdbs atravessar a barreira mucosa, as bactérias sdo fagocitadas por células fagociticas
profissionais (macrofagos e células dendriticas) ou ainda invadem células ndo fagociticas.
No interior destas células estes microrganismos sdo carreados para linfonodos regionais e
destes para diversos 6rgdos como, baco, figado, rins e principalmente para o sistema
reprodutor, onde passam a ser eliminados através do sémen e urina, a partir da quarta
semana pos infeccdo (Silva et al., 2013; Silva et al., 2015b).

Apo6s sua entrada na célula hospedeira estas bactérias ficam retidas em um
compartimento conhecido como vactolo contendo Brucella (VCB), onde estas podem
sobreviver e se multiplicar. Grande parte das bactérias é eliminada no interior de
macrofagos por meio da fusdo do fagossomo com o lisossomo, antes mesmo das bactérias
alcancarem seu sitio de multiplicacdo (Gorvel e Moreno 2002; Celli et al., 2003).

Para isto estes agentes produzem moléculas importantes para sua sobrevivéncia no
hospedeiro, denominados fatores de viruléncia, como o sistema de secrecdo do tipo 4
(SST4), um complexo de proteinas da membrana externa que participam do transporte de
substancias para o exterior da célula, sendo responsavel pela maturacdo do VCB,
impedindo a formacédo do fagolisossomo, favorecendo a chegada da bactéria ao seu sitio de
multiplicagdo (O’ Callaghan et al., 1999; Celli et al., 2003).

Existem diversos outros fatores de viruléncia identificados no género Brucella como
LPS, um componente importante da membrana externa bacteriana que tem em sua
composicao lipoproteina A e algumas espécies de Brucella, que apresentam morfologia lisa
possuem ainda a cadeia O de polissacarideo, diferindo das espécies de aspecto rugoso como
B. ovis e B. canis, sendo que este aspecto pode influenciar na sobrevivéncia bacteriana
intracelular (Godfroid et al., 2000; Gorvel e Moreno, 2002). O sistema regulatorio de dois
componentes BvrR/BvrS, que atuam regulando genes que codificam proteinas da
membrana externa (Lopez-Gofii et al., 2002). Ha ainda enzimas que atuam como fatores de
viruléncia por exemplo superdxido dismutase e catalase, enzimas que atuam inibindo a

acdo de radicais livres produzidos no interior de macrofagos (Gee et al., 2005; Glowacka et
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al., 2018). O sistema transportador ABC também é considerado um fator de viruléncia no
género Brucella. As suas func¢Bes foram desvendadas através de mutagénese e delecdo de
genes relacionados a sua regulacdo ou sintese, estando especialmente envolvidos na
importacdo de aminoacidos, ions, peptideos, ferro e sulfato, e na exportacdo de toxinas,

acidos graxos e antibidticos pela bactéria (Ko e Splitter, 2000; Silva et al., 2011).

3.2.5 Métodos de diagndsticos

O diagnostico da infeccdo por B. ovis em ovinos, pode ser realizado por diferentes
técnicas. Dentre estes estdo os testes soroldgicos preconizados, destacando-se o ELISAI
(Franca et al., 2014; Picard-Hagen et al., 2015), o teste de fixa¢do do complemento (FC) e a
imunodifusdo em gel de &gar (IDGA) (West et al., 1993; Xavier et al., 2011).

O diagnostico da brucelose ovina através da avaliacdo soroldgica por meio do
ELISAI tem se mostrado bastante importante, permitindo em muitos casos reconhecer
animais assintométicos que podem permanecer no rebanho e servir como fonte de infeccéo
para os demais (Branscom et al., 2019; Elderbrook et al., 2020). Embora este teste
apresente sensibilidade e especificidade variavel, pode ser utilizado como um teste
confiavel na triagem de animais, principalmente devido ao fato da ocorréncia de reacédo
cruzada com outros patdgenos, possibilitando desta forma seu uso nos programas de
controle da brucelose ovina (Franca et al., 2014; Picard-Hagen et al., 2015; Bonfini et al.,
2018).

O teste de FC apesar de ser considerado especifico para deteccdo da infeccdo por B.
ovis, apresenta algumas desvantagens, dentre elas esta a execucdo complexa desta técnica,
havendo necessidade da inativagdo do soro, alta variabilidade dos resultados, podendo
haver, tanto falsos positivos, quanto negativos, com maior interferéncia em casos crénicos
(Ris, 1974; West et al., 1993).

As técnicas de biologia molecular como a PCR vém ganhando cada vez mais espago
como ferramenta diagndstica para a brucelose, possibilitando utilizar amostras como sémen
e urina para realizacdo destes testes (Costa et al., 2016). Estas técnicas apresentam
vantagens frente a outros métodos por apresentarem especificidade elevada, menor tempo
despendido para conclusdo do diagndstico, por permitirem ainda diferenciar entre espécies
de Brucella. Fato importante considerando que a infecgdo por B. melitensis, espécie mais
patogénica e zoonotica do género, ocorre em diversas regides do mundo, mas néo no Brasil,
acometendo pequenos ruminantes, sendo um diferencial importante para a infec¢éo por B.
ovis (Xavier et al., 2010; De Massis et al., 2019; Alvarez et al., 2020). Estudos tém



26

demonstrado que uma associacgdo entre o uso de técnicas de biologia molecular como PCR
e métodos sorologicos no diagnostico da brucelose ovina, possibilitam desta forma um
diagndstico mais rapido e confiavel (Xavier et al., 2010; Costa et al., 2016; Branscom et al.,
2019).

O isolamento bacteriano € considerado o teste definitivo para o diagnostico de
infeccdo por B. ovis. Este pode ser realizado a partir de amostras de sémen ou de
fragmentos de tecidos do sistema reprodutor em especial epididimo e glandula vesicular,
bem como fragmentos de linfonodos regionais, coletados por biopsia ou mesmo durante
exame post-mortem (Silva et al., 2015b; Branscom et al., 2019). Entretanto, para tal, é
necessario a utilizacdo de meio de cultivo seletivo proprio para o crescimento de B. ovis,
conhecido como meio de Thayer-Martin modificado (Silva et al., 2015b). Este método
permite distinguir a infeccdo por B. ovis de outros agentes responsaveis por causar
epididimite ovina como Actinobacillus seminis, Histophilus somni e Trueperella pyogenes,
bem como de agentes comumente isolados de linfonodos como em infecgdes por
Corynebacterium pseudotuberculosis (Saunders et al., 2007; Moustacas et al., 2014;

Branscom et al., 2019).

3.3. Controle e Profilaxia da infecgéo por B. ovis

Para se obter éxito na erradicacdo de doencas infecciosas em um rebanho, medidas
importantes como vacinacdo, aliados a um eficiente programa de vigilancia sdo ferramentas
fundamentais (Olsen e Stoffregen, 2005; Dorneles et al., 2015). A estirpe bacteriana
atenuada B. melitensis Rev 1 é amplamente utilizada na imunizacgéo de caprinos e ovinos
em diversa regides do mundo contra a infeccdo por B. melitensis (Ridler e West, 2011;
Sancho et al., 2014). Contudo, esta estirpe vacinal também demonstrou conferir protecédo
contra a infeccdo por B. ovis (Blasco, 1997). Embora com seu uso seja possivel diminuir a
incidéncia de brucelose ovina no rebanho, a sua total erradicacdo pode néo ser alcancada
(Ridler e West, 2011).

Uma das caracteristicas para se considerar uma vacina ideal no controle da infeccéo
por Brucella é ela ser viva atenuada com a capacidade de incitar uma forte resposta imune
do tipo celular intensa e prolongada, permitir sua fécil aplicacdo, ndo conduzir em fémeas
gestantes quadros de aborto, além destas caracteristicas, esta vacina deve ainda, ser ndo
patogénica para seres humanos, nao interferir com testes diagndsticos, e apresentar baixo
custo de producéo (Ko e Splitter, 2003; Olsen e Stoffregen, 2005; Dorneles et al., 2015).
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Apesar de B. melitensis Rev 1 ser amplamente utilizada, seu uso apresenta algumas
desvantagens, como resisténcia antimicrobiana em especial a estreptomicina, inducdo de
abortos em animais gestantes, potencial patogénico para seres humanos (Arapovié¢ et al.,
2020), ser eliminada no ambiente pds-vacinacdo, podendo servir como fonte de infecgédo
para outros animais e a0 homem, além de interferir em testes diagnosticos (Marin et al.,
1990; Blasco, 1997; Ponsart et al., 2020). Além disso, 0 uso desta vacina nao é permitido
em paises onde a ocorréncia B. melitensis é considerada exotica, como no Brasil (Blasco,
1997; Grill6 et al., 2000; Ridler e West, 2011).

Uma alternativa para o controle e erradicacdo da brucelose ovina por B. ovis seria a
utilizacdo de estirpes atenuadas desta espécie. Estudos experimentais demostraram que a
estirpe atenuada B. ovis AabcBA foi capaz de conferir prote¢do contra infecgdo por B. ovis
tanto em camundongos (Silva et al., 2015a) quanto em carneiros (Silva et al., 2015b).
Outras estirpes mutantes tém sido avaliadas quanto a capacidade protetora durante a
infeccdo por B. ovis, como no trabalho realizado por Soler-Lloréns et al., (2014) utilizando
estirpes que apresentavam alteragfes em seu LPS denominados de B. ovis AwadB e B. ovis
AwadC, que foram capazes de conferir em camundongos, através inoculagdo
intraperitoneal, protecdo contra o desafio infeccioso utilizando a estirpe selvagem de B.
ovis. Estirpes mutantes com dele¢Ges envolvendo proteinas de membrana externa (B. ovis
Aomp25d e B. ovis Aomp22) foram avaliadas em modelo murino quanto a infecgdo por B.
ovis, e demonstraram induzir a producdo de citocinas importantes envolvidas na reposta
imune contra Brucella com niveis consideraveis de IFN-y e TNF-a, bem como induzir a
resposta imune humoral com a sintese de imunoglobulinas G destacando suas subclasses
IgG1 e IgG2a (Sancho et al., 2014).

3.4. Sistema transportador ABC de B. ovis

Sistemas transportadores do tipo ABC estdo presentes nas bactérias do género
Brucella e tém sido considerados importantes fatores de viruléncia (Jenner et al., 2009;
Silva et al., 2011). Este sistema é composto por proteinas que estdo envolvidas no
transporte transmembranico ativo da bactéria como importagdo de aminoacidos, peptideos,
ions, ferro e sulfato, bem como exportagdo toxinas, antibidticos e &cidos graxos (Ko e
Splitter et al., 2000; Rosinha et al., 2002; Jenner et al., 2009; Silva et al., 2011).

Embora exista grande quantidade de diferentes sistemas transportadores no genoma
de bactérias do género Brucella, grande parte destes € caracterizada como pseudogenes em

B. ovis (Jenner et al., 2009). Brucella ovis apresenta em seu genoma, um local exclusivo
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que apresentam genes responsaveis por codificarem o sistema transportador do tipo ABC
importantes para sua patogenicidade, sendo que este local foi denominado de llha-1 de
patogenicidade de B. ovis (BOPI-1 — B. ovis pathogenicity island 1) (Silva et al., 2011).

Estudos tém demonstrado que a delecdo de genes envolvidos na codificacdo do
sistema transportador ABC de B. ovis é capaz de gerar estirpes atenuadas, interferindo na
sobrevivéncia in vitro e in vivo, tanto em modelo murino quanto no hospedeiro natural
(Silva et al., 2011; Macédo et al., 2015; Silva et al., 2015a; Silva et al., 2015b). Uma estirpe
mutante de B. ovis com a delecdo de dois genes em um loco especifico denominado
abcEDCBA, foi denominada de AabcBA. Até o momento, ndo foi demonstrado a
deficiéncia de transporte adquirido pela B. ovis AabcBA, contudo esta estirpe apresenta
deficiéncia na expressao de proteinas do SST-4, fazendo com que desta forma o vacuolo
contendo Brucella seja incapaz de tornar-se maduro, ndo havendo assim a evasdo
bacteriana do fagolisossomo, prejudicando sobremaneira a multiplicagcdo e sobrevivéncia
intracelular desta bactéria (Silva et al., 2011; Silva et al., 2014; Macédo et al., 2015).

Diante do reconhecimento da atenuacdo da estirpe bacteriana B. ovis AabcBA
estudos foram realizados para avaliar seu potencial como vacina contra a infeccdo por B.
ovis (Silva et al., 2011; Silva et al., 2015a). No modelo murino a imunizagdo com B. ovis
AabcBA encapsulada em alginato demonstrou capacidade protetora contra infeccdo por B.
ovis, B. canis e B. melitensis (Silva et al., 2015b; Eckstein et al., 2020; Costa et al., 2020),
levando a reducdo no nimero de bactérias recuperadas do baco e figado. A estirpe exibe
ainda baixa persisténcia no organismo, ndo sendo recuperada de 6rgdos como baco, figado
e sistema reprodutor um dia pés inoculagdo intraperitoneal, demonstrando outra
caracteristica importante que € o de ndo causar lesées em nenhum destes 6rgdos (Silva et
al., 2011).

Apo6s demonstrar resultados promissores a candidata vacinal no modelo murino, seu
uso no hospedeiro natural foi avaliado. Em estudo realizado por Silva et al., (2015b),
carneiros vacinados com B. ovis AabcBA encapsulada em alginato, ndo eliminaram a estirpe
vacinal atraveés do sémen e urina a partir de 24 horas pés-vacinagdo, bem como néo foi
detectada por isolamento ou PCR em amostras de tecidos. Estes animais apresentaram
ainda resposta imunoldgica tanto celular quanto humoral frente a vacina exibindo niveis
significativos de Linfocitos T CD4" e T CD8", além da soroconversao em testes
soroldgicos.

Estes dados demonstraram a viabilidade desta estirpe vacinal como promissora

candidata a vacina contra a infec¢do por B. ovis, sempre associada ao encapsulamento em
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alginato (Silva et al., 2011; Silva et al., 2015a; Silva et al., 2015b). Experimentos previos
com camundongos, demonstraram que devido a sua baixa persisténcia, esta estirpe nao foi
capaz de induzir resposta imunoldgica protetora quando inoculada sem adjuvantes, mesmo
sendo uma estirpe viva atenuada, embora quando avaliadas no hospedeiro natural, ambas

conferiram protecao significativa (Silva et al., 2015a; Silva et al., 2015b).

3.5 Adjuvantes vacinais

Avancos tecnoldgicos em diversas areas de pesquisa relacionadas a producao de
vacinas tém contribuido para a descoberta de novas formulacGes vacinais. Com o advento
de técnicas de biologia molecular e de bioinformatica, a identificacdo de novos antigenos
imunogénicos tem aumentado, contribuindo para o surgimento de diferentes tipos de
vacinas, permitindo utilizar antigenos de forma isoladas ou em associa¢do, 0 que os torna
viaveis como novos candidatos a vacinas (Paul et al., 2018; Sadeghi et al., 2019).

Estas vacinas apresentam como vantagens serem mais seguras que vacinas vivas
atenuadas, tanto para 0 paciente a ser imunizado, bem como para todos os individuos
envolvidos durante o processo de producao (Perkins et al., 2010). No entanto estas vacinas
tém como desvantagens, sua baixa imunogenicidade, ndo conferindo desta forma uma
resposta imune satisfatoria e duradoura comprometendo o sucesso da vacinagdo, tronando-
se necessario por vezes o uso de um maior nimero de doses e em intervalos de tempo
menores (Abkar et al., 2015; Paul et al., 2018).

Com intuito de aumentar a resposta imune, contribuindo para a eficicia destas
vacinas é necessario lancar mao de substancias que incitem uma reacdo imune mais intensa
e duradoura, estas substancias sdo conhecidas como adjuvantes. Tais substancias sé&o
utilizadas objetivando melhorar a resposta imune frente a novas preparagdes vacinais
(Brunner et al., 2010). Uma vantagem no uso destes compostos é a possibilidade de reduzir
consideravelmente a quantidade de antigenos utilizados, isto também é possivel devido a
utilizacdo de adjuvantes como sistemas de entrega de antigenos, conduzindo a um aumento
no intervalo e diminuicdo do nimero de imunizagfes (Meeren et al., 2018; Sadeghi et al.,
2019).

Estas substancias sdo classificadas com base em seus aspectos fisico, quimicos e
bioldgicos. Os adjuvantes ideias devem possuir algumas caracteristicas dentre as quais,
serem produzidos de forma sintética, apresentando maior seguranca, pureza, produzidos de
forma sustentavel e serem estaveis, atuarem de forma conjunta com antigenos, melhorando

e garantindo uma resposta satisfatoria, apresentarem padrdes morfolégicos que permitam
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melhor captacdo por células do sistema imune, serem versateis quanto ao seu uso por
diferentes vias de imunizacéo e conduzir a reducdo do nimero de imunizagdes necessarias
(Reed et al., 2013).

Embora atualmente muitas vacinas que apresentem adjuvantes em sua formulagéo
contra a infeccdo por Brucella ndo sejam vivas atenuadas (Golshani et al., 2018; Abkar et
al.,, 2019; Shim et al., 2020), alguns trabalhos tém demonstrado que, associacdo de
adjuvantes a estirpes atenuadas candidatas a vacina, melhora a resposta protetora, e indugédo
de resposta imune tanto do tipo celular quanto humoral (Silva et al., 2015b; Carvalho et al.,
2020; Eckstein et al., 2020; Costa et al., 2020). Esses dados demonstram uma capacidade
promissora na utilizagéo deste tipo de preparacgdes vacinais, demonstrando a necessidade de
se expandir estudos que possam avaliar novas substancias adjuvantes, com a perspectiva de
se obter respostas satisfatdrias que possam conferir imunidade duradoura e eficaz.

Dentre os adjuvantes mais utilizados em experimentacdo animal estdo os preparados
a partir de sais de aluminio e os adjuvantes completo e incompleto de Freund’s. Os sais de
aluminio em especial o hidroxido de aluminio, um metal amplamente distribuido por todo o
mundo é bastante utilizando no preparo tanto em vacinas destinadas a animais quanto
humanos (Bégué et al., 2012; Burakova et al., 2018). As formulacdes contendo este
adjuvante sdo capazes de induzir a uma resposta imune com niveis consideraveis de 1gG,
em especial a subclasse 1gG1, além de niveis elevados de IFN-y e IL-4 (Barouch et al.,
2018; Chisholm et al., 2019). Embora bastante utilizada, as formulacGes contendo estes
compostos apresentam algumas desvantagens frente a seu uso, como por exemplo: inducéo
de forte reacdo inflamatoria no local da aplicacdo (Asin et al., 2019; Gherardi et al., 2019),
bem como sua capacidade de se acumular em tecidos como sistema nervoso central
(Miguel et al., 2020), e 6sseo, além de seus efeitos serem agravados principalmente em
pacientes com doenca renal cronica devido ao fato de sua eliminacdo ocorrer atraves da
urina (Goullé e Grangeot-Keros, 2020.)

Outro adjuvante muito empregado no preparo de vacinas avaliadas em pesquisa séo
os adjuvantes completo e incompleto de Freund’s. Este composto é formado a partir de
solucdo emulsdes de 6leo em agua, onde no primeiro ha inda a presenca de Mycobacterium
tuberculosis mortas pelo calor (Claassen et al., 1992). Este adjuvante por apresentar uma
forte inducgéo da resposta imune, pela sua capacidade de ativacdo de células apresentadoras
de antigenos, induzindo ainda a uma resposta tanto do tipo humoral e celular, com niveis
elevados de IgG e aumento no numero de linfocitos TCD4 e TCD8 (Torréns et al., 2005;

Mousavi et al., 2019). Apesar de ser amplamente utilizado experimentalmente, possui
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efeitos adversos que limitam sua utilizacdo comercial (Powers et al., 2007). Estes efeitos
podem ser varidveis de acordo com a dose utilizada, espécie a ser imunizada e via de
administracdo, e podem conduzir a uma resposta inflamatéria no local da inoculagdo de
curso que pode variar de agudo a crénico e em alguns casos levar a complicagdes
sistémicas (Claassen et al., 1992; Halliday et al., 2004; Windsor et al., 2005). Devido a
estas caracteristicas este adjuvante ndo é apropriado para utilizacdo em humanos, € mesmo
em experimentagdo animal, pesquisadores buscam formas alternativas a seu uso visando o
bem-estar animal (Stills Jr, 2005; Powers et al., 2007).

Um destes adjuvantes é o alginato, um biopolimero extraido de algas e que
apresenta diversas aplicacfes desde sua utilizacdo na industria alimenticia como agentes
estabilizantes, emulsificantes e texturizantes (Torres et al., 2019; Zhang et al., 2020), na
industria farmacéutica utilizado na composi¢do de produtos cicatrizantes (O'Meara et al.,
2015), aglutinante (Wright et al., 2014; Szekalska et al., 2016) e para o0
microencapsulamento de células (Gamboa et al., 2009; Silva et al., 2015b; Costa et al.,
2020). Desta forma, esta substancia tem sido utilizada para encapsular antigenos e otimizar
a resposta imune induzida por vacinas, sendo utilizado em preparacdes vacinais com
antigeno vivo atenuado (Silva et al., 2015b; Costa et al., 2020). Sua aplicacdo tanto de
forma injetavel como em forma de aerossois tem sido avaliada em modelos experimentais
como camundongos, ovinos e primatas ndo humanos (Arenas-Gamboa et al., 2009; Silva et
al., 2015b; Costa et al., 2020; Kesarwani et al., 2021). Este adjuvante € capaz de incitar
uma resposta imune mais eficaz contra a infeccdo intracelular por alguns agentes,
induzindo a produg&o de citocinas tais como, IFN-y e TNF, além de ndo induzir a processos
alérgicos que poderiam comprometer seu uso como adjuvante (Kesarwani et al., 2021).

Outro composto adjuvante que vem sendo frequentemente utilizado em experimento
na producdo de vacinas em animais é a quitosana. Este polissacarideo originario a partir da
acetilacdo da quitina encontrada em crustaceos e na parede celular de fungos, assim como o
alginato é utilizado para diversos fins. Por ser um composto biodegradavel, biocompativel,
ndo toxico e principalmente por apresentar capacidade imunomoduladora, esta substancia
vem sendo cada vez mais utilizada em preparacOes vacinais, onde tem demonstrado
resultados que encorajam ainda mais seu uso. Devido sua caracteristica mucoadesiva este
composto em frequentemente empregado em vacinas aplicadas via mucosa (Abkar et al.,
2017; Dumkliang et al., 2021), embora apresente grande versatilidade quanto a via de
aplicacdo, uma caracteristica interessante para solugdes adjuvantes (Abkar et al., 2015;

Abkar et al., 2019; Shim et al., 2020). Este adjuvante é capaz de induzir uma melhor
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captacdo de antigenos, contribuido para aumento da eficacia da resposta imune, que de
acordo com alguns estudos variam de acordo com a via de aplicacdo, levando a produgéo
de niveis consideraveis de IgG, além de estimular a secrecdo de interleucinas em especial
IFN- v, TNF-a, IL-4 e IL-6, IL-17 e IgA (Abkar et al., 2015; abkar et al., 2019; Shim et al.,
2020).

3.6. Uso de adjuvantes em vacinas contra brucelose.

Adjuvantes sdo usualmente utilizados em preparacdes de vacinas de subunidades ou
inativadas com o intuito de melhorar sua capacidade antigénica, economia de antigenos e
maior seguranca das vacinas (Abkar et al., 2017; Golshani et al., 2018; Kumar et al., 2019),
contudo, sua utilizacdo tem sido cada vez mais frequente em vacinas vivas atenuadas (Zriba
etal., 2019; Costa et al., 2020; Eckstein, et al., 2020; Castafio-Zubieta et al., 2021).

O uso biopolimeros como adjuvantes em preparacdes vacinais, tais como o alginato,
podem funcionar como um sistema de entrega de antigenos, tendo desta forma a capacidade
de conduzir a uma liberacdo mais lenta, promovendo uma resposta imune mais duradoura e
organizada (Brunner et al., 2010; Rice-Ficht et al., 2010). Este adjuvante tem sido
frequentemente utilizado no preparo de vacinas contra brucelose, com intuito de otimizar
sua eficiéncia, conduzindo a resultados satisfatorios, sinalizado seu uso promissor no
desenvolvimento de vacinas (Arenas-Gamboa et al., 2009; Silva et al., 2015; Costa et al.,
2020; Eckstein, et al., 2020; Castafio-Zubieta et al., 2021).

Outros grupos de adjuvantes vacinais, também vém sendo utilizados no preparo de
vacinas contra brucelose, dentre estdo alguns copolimeros como polioxidénio e quitosana
(Denisov et al., 2010; Abkar et al., 2019; Shim et al., 2020). O polioxidénio combinado a
uma estirpe viva atenuada de B. abortus por via subcutanea foi capaz de conferir em
cobaio, reposta imune humoral com altos niveis de IgG por tempo prolongado (Denisov et
al., 2010).

Estudos demostram que nanoparticulas de quitosana a diferentes antigenos tem a
capacidade de induzir resposta imune tanto do tipo humoral quanto celular (Abkar et al.,
2019; Shim et al., 2020). Em um trabalho realizado por Shim et al. (2020), utilizando
nanoparticulas de quitosana associada a proteinas recombinantes de B. abortus por meio de
imunizacédo intranasal em camundongos, observaram uma inducéo de niveis consideraveis
de 1gG, com predominio da subclasse 1gG1, além de citocinas inflamatdrias importantes na
resposta imune contra patogenos intracelulares como IFN-y. Embora este adjuvante ja tenha

sido empregado em preparacdes vacinais contra Brucella, seu uso em vacinas vivas
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atenuadas ainda néo foi verificado, demonstrando a importancia em se avaliar a capacidade
indutora de resposta imune e protetora em vacinas com essa caracteristica.

Os adjuvantes podem ser ainda combinados entre si para melhorar o tipo de resposta
almejada, conduzindo a melhora da imunogenicidade dos antigenos. Esta combinacdo de
diferentes adjuvantes pode gerar respostas mais eficientes, induzindo a producdo de
substancias envolvidas em diferentes tipos de resposta imune ampliando sua capacidade
protetora (Denisov et al., 2010; Golshani et al., 2018).

Com base nestes aspectos, é necessario buscar novas substancias adjuvantes que
possam ser utilizadas em formulacgdes vacinais, tanto para uso animal quanto humano, que
possuam caracteristicas como versatilidade e praticidade de seu uso, baixo custo de
producdo, serem estaveis e biocompativeis, e principalmente, que possam contribuir para
uma resposta imune eficaz e duradoura. Além da associacdo de adjuvantes ja conhecidos,
buscar novas formulacdes é essencial, como forma de se conseguir adjuvantes que atendam
as premissas necessarias para sua utilizacdo, como € o caso da matriz polimérica (MP), um
copolimero dibloco de polipropilenoglicol-co-polietilenoglicol desenvolvida pela Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA), Juiz de Fora, MG. Este copolimero
apresenta-se em fase solida a temperatura 37 °C e em fase liquida a 4 °C. Acredita-se que
suas caracteristicas fisico-quimicas podem favorecer sua utilizagdo como um adjuvante

vacinal que se polimeriza ao ser inoculado no animal.

4. MATERIAL E METODOS

4.1 Declaracdes de ética.

Os procedimentos experimentais com camundongos seguiram as leis e
regulamentos, sendo os procedimentos experimentais aprovados pela Comissio de Etica no
Uso de Animais da Universidade Federal de Minas Gerais, sob o protocolo CEUA/UFMG
n° 28/2020.

4.2 Estirpes bacterianas e condigdes de cultivo.

Neste estudo foram utilizadas as estirpes bacterianas B. ovis do tipo selvagem
ATCC 25840 e B. ovis AabcBA, uma estirpe mutante gerada a partir da delecdo de open
read frame (orf) abcA e orf abcB do locus abcEDCBA localizado no cromossomo Il de B.

ovis gque codificam um sistema transportador do tipo ABC (Silva et al., 2011); e a cepa B.
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ovis AabcBA mCherry (Silva et al., 2014). Esta ultima apresenta a capacidade de
fluorescéncia por expressar a proteina mCherry, desenvolvida a partir da insercdo de um
plasmideo pKSoriT-bla-kan-PsojA-mCherry adjacente a proteina promotora translocase
SecE de acordo com o descrito por Copin et al., (2012).

Estas estirpes foram cultivadas em &gar triptona de soja (TSA, Invitrogen, EUA)
contendo 1% de hemoglobina (Becton-Dickinson, EUA) durante trés dias, a uma
temperatura constante de 37 °C em estufa umidificada e com atmosfera a 5% de CO., tem
sido acrescentado as placas das estirpes mutantes 100ug/mL de canamicina (Gibco, Brasil).

Posteriormente estas bactérias foram ressuspendidas em solucédo esteril de tampéo
fosfato-salino (PBS/pH 7.4, Gibco, ThermoFisher Scientific, EUA). Em seguida, foi
estimada a concentracdo bacteriana na suspensdo mensurando a densidade éptica a 600 nm
(ODs0o) em um espectrofotdmetro (Bio-Rad, Hercules, CA). Foi considerando que na
ODsoo de 0,25 a concentragio estimada de bactéria seja de aproximadamente 3x10° e 1x10°
unidades formadoras de colonias (UFC) /mL para as estirpes selvagem e mutante
respectivamente. Com base nestes dados, realizou-se preparo dos in6culos na concentracao
de trabalho desejada. Para a confirmacao da concentracdo dos indculos, realizou-se dilui¢éo
seriada e 0 plagueamento em meios de cultivo contendo TSA com 1% de hemoglobina
acrescentado de 100ug/mL de canamicina para as estirpes mutantes.

Todos estes procedimentos foram realizados em capela de fluxo laminar no
Laboratorio Patologia Molecular de nivel 2 de biosseguranca, na Escola de Veterinaria da
UFMG.

4.3. Avaliagdo da estabilidade da matriz polimérica.

O comportamento e estabilidade da matriz polimérica em diferentes condigdes
ambientais que possam mimetizar uma situacdo real de sua utilizacdo em preparagdes
vacinais foram avaliados. Uma mistura contendo a matriz polimérica associada a suspensao
bacteriana de B. ovis AabcBA na concentragdo de 10'° UFC/mL foi avaliada quanto: tempo
necessario para polimerizacdo (solidificagdo) a temperatura de 37 °C (em estufa
umidificada com 5% CO-) ou de 21 °C (em temperatura ambiente sob a bancada); condicédo
adequada de refrigeracdo para manutencdo em fase liquida (ideal para inoculacdo)
mantendo a mistura em gelo em escamas (0 °C) ou em gelo quimico (4 °C). Tais anélises
foram realizadas em triplicatas com 2mL da solucdo da matriz polimérica em duas

concentrages diferentes (185ug/mL e 190ug/mL) associadas ou ndo a bactéria.
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4.4. Preparo da vacina com matriz polimérica.

O primeiro adjuvante avaliado neste estudo foi uma MP. Suspenséo bacteriana de
contendo 1x10¥° UFC/mL de B. ovis AabcBA foi preparada em PBS para definicio da
concentragdo em ODeoo, com posterior centrifugacdo, desprezando-se o sobrenadante e
ressuspendendo as bactérias diretamente na MP na concentragdo de 185ug/mL,

permanecendo sob refrigeracdo até o momento da inoculag&o.

4.5. Preparo das vacinas com alginato e quitosana.

O encapsulamento da estirpe vacinal com alginato (Sigma-Aldrich, EUA) e
quitosana (Sigma-Aldrich, EUA), foi feito com uma a suspengdo bacteriana contendo
concentragdo de 1x10° UFC/mL de B. ovis AabcBA de acordo com a metodologia
anteriormente descrita por Silva et al.,, (2015) e Rocha et al., (2021). A suspensdo
bacteriana foi preparada em PBS, centrifugada com o sobrenadante desprezado e
ressuspendida em solucdo de alginato a 1%. Utilizando uma seringa de insulina (1 mL)
acopladas a agulha 33G, esta solucdo foi gotejada em de solucdo polimerizante (CaCl 0,5
mM) permanecendo por 15 minutos em homogeneizacdo. Apds a formacdo das capsulas,
estas foram lavadas duas vezes, sob homogeneizacdo durante 5 minutos, com solucdo
MOPS (10 mM, Sigma-Aldrich, EUA) com 0,85% de NaCl em pH 7.4. Apo6s as lavagens,
as capsulas de alginato foram imersas em solu¢do composta por quitosana contendo acido
acetico a 1% e acetato de sdédio em pH 5,0, por 30 minutos sob homogeneizacdo. Para o
preparo das capsulas de alginato e quitosana vazias (sem bactérias), o procedimento seguiu

0S mesmos principios, sem a incorporacdo de bactérias a solucdo de alginato.

4.6. Imunizacdo dos camundongos.

Neste experimento foram utilizados 30 camundongos, fémeas C57BL/6, de 6 a 7
semanas de idade que foram distribuidas em 5 grupos (n=6) sendo estes: alginato +
quitosana + 1x10° UFC/mL de B. ovis AabcBA (AQ+AabcBA); alginato + quitosana (AQ);
MP + 1x10'° UFC/mL B. ovis AabcBA (MP+AabcBA); MP e o grupo controle inoculado
com PBS (ndo vacinado). Os camundongos foram inoculados por via subcutanea com
100pL das preparagdes vacinais ou PBS estéril em uma uUnica dose. Nos animais
imunizados com preparagdes contendo AQ a dose vacinal foi dividida em dois locais de
aplicacdo (regido cervical dorsal e regido pélvica), na tabela 1 estdo resumidas as
informac0es referentes a dose, concentracdo e vias de inoculagdo dos adjuvantes utilizados.

A partir da imunizacdo, os camundongos foram observados diariamente até o 42° dia pos
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vacinacdo para monitorar o local da inoculagcdo, mensurando a espessura da pele com
auxilio de um paquimetro, e observar alteragdo de comportamento relacionados a dor local

e a formacdo de fistulas.

Tabela 1. Diferentes adjuvantes associados a Brucella ovis AabcBA utilizados para
Imunizagdo dos animais.

Adjuvante Concentracéo Volume Via de inoculagéo/local
o 1x10™ ) L
Matriz polimérica 100uL Subcutanea (Regido cervical)

UFC/mL
Alginato com *100uL Subcuténea (Regiéo cervical e
_ 1x10° UFC/mL o
quitosana (50uL/50pL) pélvica)

* O volume total foi dividido em dois locais de inoculagéo devido.

4.7. Ensaio de protecao.

Transcorridas 4 semanas ap0s a vacinacdo, todos os grupos foram submetidos ao
desafio infeccioso com dose de 1x10° UFC/animal da estirpe do tipo selvagem B. ovis
ATCC 25840. Duas semanas apés o desafio, 0os camundongos foram eutanasiados
utilizando-se sobre dose anestésica composta por cloridrato de xilazina (2%, 30mg/Kg,
Syntec, Brasil) e cloridrato de cetamina (1%, 210mg/Kg, Syntec, Brasil), misturadas e
injetadas por via intraperitoneal em um volume de 100 pL. Durante a necropsia foi coletado
sangue dos animais, por punc¢do cardiaca, fragmentos de baco e figado, pele do local de
inoculacdo e linfonodo cervical. Figado e baco foram coletados para avaliar a recuperacao
bacteriana e determinar o indice de protecdo de cada vacina.

A determinacdo da protecdo conferida pelas vacinas foi avaliada através da reducao
na recuperagdo de UFC em camundongos vacinados em comparagdo aos camundongos nao
vacinados, calculando-se assim o indice de prote¢éo (diferenca de UFC no baco de animais

ndo imunizados dos animais imunizados).
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4.8. Isolamento bacteriano.

Para determinar a recuperagdo bacteriana de B. ovis nos 6rgdos alvo (bago e figado)
de camundongos infectados com B. ovis, fragmentos destes 6rgdos foram coletados de
maneira asseptica em tubos falcon de 15 mL contendo 2 mL de PBS esteril, pesados e
macerados com auxilio de um homogeneizador de tecidos (Ultra Stirrer, Biotech, EUA).
Com o intuito de evitar a contaminacdo de amostras durante a maceracdo o
homogeneizador foi lavado entre as amostras em uma bateria de &gua destilada estéril,
seguida de alcool 70% e mais duas vezes em agua destilada estéril. Deste contetdo obtido
das maceracdes, foi realizada uma diluicdo seriada e plagueadas em TSA com 1% de
hemoglobina. Placas de TSA com ou acréscimo de 100ug/mL de canamicina foram
destinadas a recuperacgéo da estirpe vacinal. As placas semeadas foram mantidas em estufa
com umidade controlada a uma temperatura de 37 °C e atmosfera constante 5% CO. e

colbnias contadas apo6s 3 a 5 dias.

4.9. Avaliagdo histopatoldgica.

Fragmentos de tecidos do sitio de inoculacdo da vacina, linfonodo cervical
superficial, figado e baco foram coletados e fixados em solucdo de formalina tamponada a
10% durante 24 horas. Em seguida fragmentos de tecidos foram desidratados com alcool
em concentracOes crescentes (70%, 80%, 90% e 100%) com posterior diafinizagdo em
xilol. Posteriormente, os fragmentos foram imersos em parafina para confec¢cdo dos blocos
seccionados em micrétomo (3 um de espessura) aderidos a laminas de vidro e corados pela
hematoxilina e eosina. Avaliacdo histopatoldgica foi realizada e para as lesdes de
inflamacdo e necrose observadas no baco e figado, foi atribuido um escore, classificado de
acordo com a intensidade das lesdes inflamatorias sendo: 0 (zero) auséncia de lesdo, 1(um)
lesdo discreta, 2 (dois) lesdo moderada e 3 (trés) lesdo intensa e quanto a auséncia de
necrose O (zero) ou a presenca de necrose 1 (um), perfazendo um valor total maximo obtido
de 4 (quatro). As lesdes nos sitios de inoculagdo seguiram o mesmo principio de escore
observando-se ainda o tipo de infiltrado inflamatdrio presente. As laminas foram avaliadas

de forma cega por dois patologistas veterinarios.

4.10. Microscopia de fluorescéncia.
Para visualizacdo da estipe bacteriana B. ovis AabcBA associada aos adjuvantes
utilizados neste estudo, realizou-se o preparo de vacinas com a estirpe bacteriana B. ovis

AabcBA mCherry, que expressa uma fluorescéncia vermelha, nas mesmas condigdes e
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concentracdo descritas para a confeccdo das vacinas utilizadas na imunizacdo dos
camundongos. As suspensdes vacinais foram observadas e imagens capturadas em

fotomicroscopio Leica, DM 4000 B (Leica Microsystems, Alemanha).

4.11. Avaliacdo da resposta imune humoral.

A resposta imunoldgica humoral induzida em camundongos ap6s a vacinacao foi
avaliada por meio de ELISAI, mensurando titulos especificos de IgM, IgG total e suas
subclasses, 1gG1, 1gG2a, 1gG2b e 1gG3. Para isso foram utilizadas placas de ELISA
(Costar, Sigma-Aldrich, EUA) previamente sensibilizados com 100uL de antigeno bruto
sonicado de B. ovis na concentracdo de 0,25 pg por pogo por 18 horas a 4°C. Apds a
adsorcdo do antigeno, as placas foram lavadas duas vezes com PBST 0,05% Tween 20
(Sigma-Aldrich, USA) e bloqueadas com 200 puL de PBS acrescido de 5% de albumina
sérica bovina (BSA) durante 1 hora a 37 °C. Apds o bloqueio, a solu¢do dos pocos foi
removida e adicionado amostras de soros dos animais que foram diluidas (1:100) em
solugéo de PBS com 2,5% de BSA, adicionadas aos pogos e incubadas por 1 hora em estufa
a37°C.

A seguir, as placas foram lavadas trés vezes com PBST 0,05% e 100 uL do
anticorpo secundario anti-camundongo (IgM, 1gG, IgG1, 1gG2a, 1gG2b e 1gG3) conjugado
com peroxidase (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) diluido 1:2.000 em PBS-BSA 2,5%
foram adicionados aos po¢os. Apds a incubacdo a 37°C por 1 hora, as placas foram
novamente lavadas por trés vezes com a solucdo de lavagem, e entdo foi adicionado 100
uL/pogo do substrato (0,1 M acido citrico anidro, 0,2 M fosfato de sédio, 0,05% OPD e
0,1%. H202). As placas foram protegidas da luminosidade por 5 minutos com a solugéo
reveladora, sendo a reacdo interrompida pela adi¢do de 50 puL de H2SOs. A absorbancia
resultante foi analisada em leitor de ELISA a 492 nm (MR-96A Microplate reader,

Mindray, China). Todos os ensaios foram realizados em duplicatas.

4.12 Analise estatistica.

A andlise estatistica dos dados obtidos na contagem de UFC e na mensuracdo de
anticorpos, foram normalizados por transformacdo logaritmica, e submetidos a anélise de
variancia (ANOVA). Em seguida suas médias comparadas através do teste de Tukey. Para
avaliacdo do escore das lesbes nos tecidos avaliados foram analisados por meio do teste

ndo-paramétricos de Kruskal-Wallis. Todas estas analises foram realizadas com auxilio do
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software GraphPad Prism versdo 8.0.1 (GraphPad Prism software 8.0.1, Inc, EUA). Os

valores foram considerados estatisticamente diferentes quando o valor de P<0,05.

5. RESULTADOS

5.1 A matriz polimérica apresentou viabilidade de seu uso como adjuvante em
condi¢bes ambientais.

Considerando a caracteristica Unica da MP de ser liquida a baixas temperaturas e
solidas (polimerizadas) a temperatura corporal, verificamos em andlises in vitro em
condi¢gdes ambientais que sdo usuais para preparacdes vacinais. Foram testadas duas
concentracdes da matriz polimérica associada a estirpe vacinal. A formulacdo vacinal na
concentracdo de 185ug/mL iniciou a polimerizacdo em temperatura corporal (estufa a 37
°C) e em temperatura ambiente (sob bancada a 21°C) em um tempo médio de 1:33 e 2:29
minutos, respectivamente. A polimerizagdo completa ocorreu em 6:22 e 11:33 minutos,
respectivamente. Quando comparada com a formulacdo vacinal na concentracdo de 190
png/mL, ndo houve diferenca significativa nos tempos iniciais e finais de polimerizacéo,
quando comparada a concentragdo de 185 pg/mL (Tabela 2). Estes tempos foram
considerados adequados para preparagdo, suspensdo e inoculagdo de uma vacina a campo.

Outro aspecto avaliado foi se a formulacdo vacinal permanece na fase liquida em
meios de conservacdo sob refrigeracdo como gelo em escamas ou gelo quimico. A MP
polimerizada (apds retirada da estufa a 37°C) em ambas concentrages se liquefez em
menos de 1 minuto e se manteve na forma liquida constante (por até 3 horas avaliadas) a
temperatura de 0°C (gelo em escamas). No entanto, quando armazenado a 4°C (gelo
quimico) com o frasco em contato com a superficie do gelo, este liquefaz apenas
parcialmente (Tabela 3). Esses resultados mostram que 0 armazenamento apenas em
contato com o gelo quimico ndo é suficiente para manter a matriz polimérica liquida para
tempo habil de uso. Devido ao fato da matriz polimérica na concentragdo de 185 pg/mL
apresentar estabilidade em fase liquida em gelo em escamas e maior tempo para
polimerizagdo em temperatura ambiente, permitindo tempo suficiente para o preparo e
inoculacdo da vacina esta concentracao foi escolhida para experimento de imunizagdo dos
camundongos. Estes resultados sugerem que a matriz polimérica, apresenta caracteristicas
permissiveis para sua utilizacdo durante o preparo de vacinas podendo ser um bom

candidato a adjuvante vacinal.



40

Tabela 2. Tempo (minutos) de polimerizacéo da matriz polimérica associada a B. ovis
AabcBA em diferentes concentragOes e temperaturas.

Concentragdo Amostral  Amostra2  Amostra3  Média + desvio padrdo

X

IP PC IP PC IP PC IP PC

Temperatura
185ug/mL
370G 1:32 6:06 1:20 6:44 1:49 6:18 1:33+0,010 6:22+0,013
190ug/mL
3700 1:18 5:07 1:.07 535 1:27 5:44 1:17+0,007 5:28+0,013
185ug/mL
2100 2:30 12:07 2:24 12:12 2:35 10:21 2:29+0,004 11:3340,043
190pg/mL
2100 2:30 10:54 2:24 10:25 2:11 8:52 2:21+0,006 10:03+0,044

IP: Polimerizacdo inicial; PC: Polimerizacdo completa; 37 °C: estufa; 21 °C: bancada

Tabela 3. Tempo necessario (minutos) para liquefacdo da matriz polimérica associada a
Brucella ovis AabcBA em diferentes concentracdes e temperaturas.

Médiat
Concentracéo X Amostral  Amostra2z  Amostra 3

desvio padrao
Temperatura
185pg/mL -0 °C 0:29 LC 0:33LC 0:28 LC 0:30+0,002 LC
190pg/mL -0 °C 0:29 LC 0:33LC 0:28 LC 0:30+0,002 LC
185ug/mL - 4°C 0:56 LI 0:46 LI 0:45 LI 0:49+0,004 LI
190pg/mL - 4 °C 0:43 LI 0:21 LI 0:31 LI 0:31+0,007 LI

LC: Liquefagdo completa; LI: Liquefacdo incompleta; 0 °C: imerso em gelo em escamas; 4

°C: em contato com gelo quimico
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5.2 Aspecto microscopico das formulacdes vacinais.

O aspecto microscopico das formulagbes vacinais foi avaliado por meio de
microscopia de fluorescéncia utilizando a estirpe B. ovis AabcBA mCherry associada aos
adjuvantes. Ambos demonstram bactérias retidas em seu interior e amplamente distribuidas.
As capsulas de AQ apresentaram formatos ovoides irregulares, com tamanho variando entre
500 pm e 900 pum. A avaliacdo da MP revelou um material amorfo associado a bactérias

difusamente distribuidas (Figura 1).

Figura 1. Imagem de microscopia de fluorescéncia demonstrando inumeras bactérias

vermelhas (B. ovis AabcBA expressando mCherry) associada a capsulas de alginato com

quitosana (A) ou a matriz polimérica (B).

5.3 A estirpe vacinal Brucella ovis AabcBA revestida por capsulas de alginato com
quitosana incitam uma resposta inflamatoria intensa e duradoura no local da
inoculagéo.

Devido ao fato de que em experimentos anteriores do nosso grupo demonstrarem
qgue microcapsulas de AQ possa incitar uma resposta inflamatéria intensa no local de
inoculagdo (Rocha et al., 2021), este trabalho optou-se por aplicar a vacina em dois sitios
subcutaneos distintos, na tentativa de minimizar reacéo local exacerbada.

Os animais imunizados com AQ+AabcBA apresentaram desconforto durante a
manipulacdo para pesagem diaria. Animais imunizados com MP+AabcBA, ndo
demonstravam qualquer desconforto. Acreditamos que este desconforto tenha contribuido
para uma diminuic¢do do ganho de peso dos animais no grupo AQ+AabcBA aos 35 dias ap0s
vacinacdo (Figura 2).
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Figura 2. Peso de camundongos C57BL/6 fémeas (n=6) avaliado por 42 dias.
Camundongos foram imunizados por via subcutanea com PBS (N&o imunizados), matriz
polimérica (MP), M P + Brucella ovis AabcBA (MP+AabcBA), alginato com quitosana
(AQ) e B. ovis AabcBA + AQ (AQ+AabcBA). Os resultados foram analisados quanto a
normalidade antes de serem submetidos a ANOVA, com os valores das médias comparadas
pelo teste de Tukey. As diferencas estatisticas estdo representadas por asteriscos (* p <
0,05).

A inoculacdo da estirpe mutante encapsulada por alginato e quitosana, mesmo
metade da dose por sitio, ocasionou nos camundongos imunizados, um aumento
progressivo e duradouro nos locais da inoculagdo (Figura 3). Em trés camundongos do
grupo AQ+AabcBA o local da inoculagdo apresentou formacdo de fistulas, drenando

contetido de aspecto purulento, acompanhados de areas ulceracdo (Figura 3F).
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Figura 3. Avaliacdo da espessura da pele no local da inoculacdo, 14 dias pos imunizacao
(A-E). Lesdo cutdnea avaliada no dia da eutandsia (42 dias pds-inoculagdo) (F).
Camundongos foram imunizados por via subcutanea com PBS (ndo imunizados), matriz
polimérica (MP), MP + Brucella ovis AabcBA (MP+AabcBA), alginato com quitosana (AQ)
e B. ovis AabcBA + AQ (AQ+AabcBA). Ndo imunizados (A); MP (B), AQ (C),
MP+AabcBA (D) nesses animais é possivel observar o discreto aumento da espessura no
local da imunizagdo ao contréario do que foi observado no grupo AQ+AabcBA (E F), onde
0s animais desenvolveram uma intensa reacdo local cutanea, com marcado aumento de
volume (E), havendo em alguns casos (n=3), area focalmente extensa de ulcera¢do cutanea

na regido pélvica condizente com o local da inoculagéo.
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Figura 4. Espessura da pele no local da inoculagéo da vacina de camundongos C57BL/6
fémeas (n=6) avaliado por 42 dias. Camundongos foram imunizados por via subcutanea
com PBS (N&o imunizados), matriz polimérica (MP), MP + Brucella ovis AabcBA
(MP+AabcBA), alginato e quitosana (AQ) e B. ovis AabcBA + AQ (AQ+AabcBA). Os
resultados foram analisados quanto a normalidade antes de serem submetidos a ANOVA,
com os valores das médias comparadas pelo teste de Tukey. As diferencas estatisticas estdo
representadas por asteriscos (* p < 0,05; ** p <0,01; *** p < 0,001; **** p < 0,0001).

Na avalia¢do histologica de fragmentos de pele colhidos do local da imunizacéo,
observou-se que no grupo AQ+AabcBA, as lesdes eram caracterizadas por intenso infiltrado
inflamatdrio que se estende desde a derme superficial a derme profunda, composto por
macrofagos apresentando citoplasma de aspecto espumoso, neutrd6filos em sua grande
maioria degenerados, além de um moderado infiltrado linfoplasmocitario, apresentando
ainda areas multifocais de necrose moderada, acantose e marcada proliferacéo fibroblastica,
além de areas multifocais demonstrarem deposicdo moderada de contetdo de aspecto
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hialino (Figura 5). Estas alteracfes sdo compativeis com uma intensa reacdo local,
principalmente quando se faz uso da estirpe mutante no interior de capsulas de alginato
com quitosana. Pele dos animais do grupo AQ exibiram discreto infiltrado inflamatorio
linfohistioplasmocitario e neutrofilico multifocal, associado a discretas areas com
deposicdo de material de aspecto hialino associada a fibras colagenas, além de demonstrar
raras areas de necrose. Quando se avaliou a pele os animais do grupo MP+AabcBA, foi
possivel observar apenas um discreto infiltrado composto predominantemente por
macrofagos, linfécito e raros neutréfilos. Pele dos animais do grupo MP e ndo imunizados
observou-se somente raro infiltrado inflamatorio multifocal composto por linfécitos e

histiocitos.
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Figura 5. Apresentacdo da mediana do escore de lesdes histopatologicas encontradas no
sitio de inoculagdo da vacina de camundongos C57BL/6 fémeas (n=6), imunizados por via
subcutanea com Brucella ovis AabcBA encapsulada por alginato e quitosana (AQ+AabcBA)
representadas por circulo preto (A), AQ por tridngulo vazio (B), matriz polimérica (MP) +
B. ovis AabcBA (MP+AabcBA) quadrado vazio (C), MP por triangulo preto invertido (D) e
PBS (ndo imunizados) circulo vazio (E). Os dados sdo expressos em animais individuais
(pontos) e mediana (F). Os resultados foram analisados quanto a normalidade antes de

serem submetidos a ANOVA, analisados por meio do teste ndo-paramétrico de Kruskal-
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Wallis. As diferencas estatisticas estdo representadas por asteriscos (* p < 0,05; ** p <
0,01).

5.4 A vacinacdo com da estirpe Brucella ovis AabcBA revestida por capsulas de
alginato e quitosana conferiu protecdo contra o desafio com estirpe selvagem de B.
ovis.

O grupo imunizado com cépsulas de alginato com quitosana carregadas com a
estirpe vacinal apresentaram uma reducéo significativa (p< 0,05) na recuperagdo bacteriana
no baco (Figura 6) e figado (Figura 7) apds o desafio infeccioso quando comparados ao
grupo ndo vacinado. Os demais grupos avaliados tiveram recuperacdo bacteriana

semelhante ao grupo ndo vacinado nos dois érgdos avaliados.
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Figura 6. Recuperacdo bacteriana de bago de camundongos C57BL/6 fémeas (n=6),
imunizadas por via subcutanea com PBS (ndo imunizado), matriz polimérica (MP), MP +
Brucella ovis AabcBA (MP+AabcBA), alginato com quitosana (AQ) e AQ + B. ovis
AabcBA (AQ+AabcBA) e posteriormente desafiados com a estirpe selvagem de B. ovis. Os

dados sdo expressos em animais individuais (pontos) e média com desvio padrdo. Os
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resultados passaram por transformacéo logaritmica antes de serem submetidos a ANOVA,
com os valores das médias comparadas pelo teste de Tukey. As diferencas estatisticas estdo
representadas por asteriscos (* p < 0,05; ** p <0,01).
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Figura 7. Recuperacdo bacteriana do figado de camundongos C57BL/6 fémeas (n=6),
imunizados por via subcutanea com PBS (ndo imunizado), matriz polimérica (MP), MP +
Brucella ovis AabcBA (MP+AabcBA), alginato com quitosana (AQ) e AQ + B. ovis
AabcBA (AQ+AabcBA) e posteriormente desafiados com a estirpe selvagem de B. ovis. Os
dados sdo expressos em animais individuais (pontos) e média com desvio padrdo. Os
resultados passaram por transformacdo logaritmica antes de serem submetidos a ANOVA,
com os valores das médias comparadas pelo teste de Tukey. As diferencas estatisticas estdo

representadas por asteriscos (* p <0,05).

Estes dados indicam que quando a estirpe vacinal esta encapsulada por AQ ha uma
reducdo significativa de 0,514 Log e 0,598 Log de recuperacdo bacteriana no baco e figado,
respectivamente quando comparados ao ndo imunizado. Os demais grupos quando

comparados aos animais ndo imunizados apresentaram indices de protecdo semelhantes
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entre si sendo como demonstrado na tabela 4. Com base nestes achados foi possivel
observar que o encapsulamento da estirpe vacinal com alginato e quitosana, induziu uma

maior protecdo frente ao desafio infeccioso.

Tabela 4. Protecdo induzida em baco de camundongos C57BL/6 imunizados com B. ovis
AabcBA e experimental mente desafiados com a estirpe selvagem de B. ovis.

Grupos Via/Dose Desafio Log 10 UFC/g de baco  indice de protecéo

MP S.C./1x10®  1.P./1x10° 4,78 0,21
MP+ B. ovis S.C./1x10® I.P./1x10° 4,70 0,29
AabcBA
AQ S.C./1x10®  1.P./1x10° 4,74 0,25
AQ+ B.ovis S.C./1x10® 1.P./1x10° 4,48 0,51
AabcBA

Matriz polimérica (MP), MP + Brucella ovis AabcBA (MP+AabcBA), alginato com
quitosana (AQ) e AQ + B. ovis AabcBA (AQ+AabcBA).

5.5 A imunizacgdo com Brucella ovis AabcBA revestida por capsulas de alginato e
quitosana induz a uma forte resposta imune humoral em camundongos desafiados
com estirpe selvagem de B. ovis.

Com a finalidade de avaliar a resposta imune humoral, niveis de anticorpos foram
determinados em soro de camundongos imunizados e desafiados. O soro dos animais foi
coletado durante a necropsia ap6s puncdo cardiaca e a producdo de imunoglobulinas IgM,
IgG total e suas subclasses 1gG1, IgG2a, IgG2b e IgG3 foram avaliadas.

Ao avaliar os niveis de IgM entre os grupos observou-se comportamento
semelhante dos niveis exibidos, ndo havendo diferenca estatistica significativa entre eles
(Figura 8). Durante a avaliacdo dos niveis de 1gG os animais do grupo AQ+AabcBA
exibiram altos niveis de IgG total quando comparado aos demais grupos, mostrando que
esta formulacdo induz a uma forte resposta imune humoral com elevacdo deste isotipo.
Outro grupo que exibiu aumento desta imunoglobulina, embora discreta foi 0 MP+AabcBA,

principalmente quando comparado ao grupo nao imunizado (Figura 9).
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Apds observar este aumento consideravel nos niveis de IgG total do grupo
AQ+AabcBA, foi avaliado qual das suas subclasses estavam envolvidas com esta elevacéo.
Durante a avaliacdo constatou-se que este aumento estava principalmente relacionado a
altos niveis das subclasses 1gG1 e 1gG2a, relacionadas a resposta linfocitos T auxiliares tipo
Th2 e Thl responsaveis respectivamente (Abkar et al., 2019; Nazifi et al., 2019). Durante a
avaliacdo dos niveis destas subclasses ndo foi possivel observar qual destas é mais
predominante na vacina MP+AabcBA, que exibiu um ligeiro aumento nos niveis de 1gG
total comparada ao grupo dos animais ndo imunizados. Outra subclasse de IgG que exibiu
aumento significativo no soro dos animais AQ+AabcBA, quando comparado aos demais
grupos foi a 1gG2b. Os niveis de 1gG3 ndo exibiam elevagéo significativa em nenhum dos

grupos avaliados.
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Figura 8. Determinagdo dos niveis totais de IgM por meio de ELISAiI do soro de
camundongos C57BL/6 fémeas (n =6), imunizadas por via subcutdnea com PBS (nédo
imunizados), matriz polimérica (MP), MP + Brucella ovis AabcBA (MP+AabcBA), alginato
com quitosana (AQ) e AQ + B. ovis AabcBA (AQ+AabcBA) e posteriormente desafiados
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com a estirpe selvagem de B. ovis. Os dados sdo expressos em animais individuais (pontos)
e média com desvio padrdo. Os resultados passaram por transformacao logaritmica antes de
serem submetidos a ANOVA, com os valores das médias comparadas pelo teste de Tukey.

As diferencas estatisticas estao representadas por asteriscos (* p < 0,05).
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Figura 9. Determinacdo dos niveis totais de 1gG por meio de ELISAi do soro de
camundongos C57BL/6 fémeas (n=6), imunizadas por via subcutdnea com PBS
(ndo imunizados), matriz polimérica (MP), MP + Brucella ovis AabcBA
(MP+AabcBA), alginato com quitosana (AQ) e AQ + B. ovis AabcBA
(AQ+AabcBA) e posteriormente desafiados com a estirpe selvagem de B. ovis. Os
dados sdo expressos animais individuais (pontos) e media com desvio padrdo. Os
resultados passaram por transformacdo logaritmica antes de serem submetidos a
ANOVA, com os valores das médias comparadas pelo teste de Tukey. As diferencas
estatisticas estdo representadas por asteriscos (* p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001,
****p < 0,0001).
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Figura 10. Determinacdo dos niveis de 1gG1 (A), IgG2a (B), IgG2b (C) e 1gG3 (D) por
meio de ELISAI do soro de camundongos C57BL/6 fémeas (n=6), imunizadas por via
subcutdnea com PBS (ndo imunizados), matriz polimérica (MP), MP + Brucella ovis
AabcBA (MP+AabcBA), alginato com quitosana (AQ) e AQ + B. ovis AabcBA
(AQ+AabcBA) e posteriormente desafiados com a estirpe selvagem de B. ovis. Os dados
sdo expressos em animais individuais (pontos) e média com desvio padrdo. Os resultados
passaram por transformacéo logaritmica antes de serem submetidos a ANOVA, com 0s
valores das médias comparadas pelo teste de Tukey. As diferencas estatisticas estdo

representadas por asteriscos (* p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; ****p < 0,0001).
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5.6 A vacinacdo com estirpe mutante encapsulada por alginato e quitosana reduz as
lesbes inflamatorias no baco e figado de camundongos infectados por estirpe selvagem
de Brucella ovis.

Durante a necropsia, 0s animais de todos os grupos avaliados exibiram
esplenomegalia e hepatomegalia, variando de discreta a moderada. Na microscopia, foi
observado no baco dos camundongos ndo vacinados, areas multifocais com infiltrado
inflamatdrio neutrofilico intensos, associado a areas multifocais de necrose (Figura 11E).
Ao avaliar o figado dos animais do grupo ndo imunizado, observou-se areas multifocais de
infiltrado inflamatorio intenso composto por linfocitos, macrofagos e neutrofilos
(microgranulomas), associado a presenca de hepatdcitos necroticos, de distribuicdo
multifocal aleatoria (Figura 12E).

Lesdes semelhantes as observadas tanto no baco quanto no figado dos animais nédo
imunizados foram observadas também nos animais dos grupos MP, AQ e MP+AabcBA,
(Figura 1le 12). No grupo AQ+AabcBA observou redugdo da intensidade das lesdes
observadas tanto no baco quanto no figado dos animais (p < 0,05) (Figura 11F e 12F).
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Figura 11. Avaliagdo histopatoldgica do bago de camundongos C57BL/6 fémeas (n=6)
imunizadas por via subcutdnea com Brucella ovis AabcBA encapsulada por alginato com
quitosana (AQ+AabcBA) representada por circulo preto (A), AQ por triangulo vazio (B),
matriz polimérica + B. ovis AabcBA (MP+AabcBA) quadrado vazio (C), MP por triangulo
invertido preto (D) e PBS (ndo imunizado) circulo vazio (E). Os dados sdo expressos em
animais individuais (pontos) e a mediana (F). Os resultados foram analisados quanto a
normalidade antes de serem submetidos a ANOVA, analisados por meio do teste nao-
paramétrico de Kruskal-Wallis. As diferencas estatisticas estdo representadas por asteriscos
(* p<0,05).
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Figura 12. Avaliacdo histopatologica do figado de camundongos C57BL/6 fémeas (n=6)
imunizadas por via subcutdnea com Brucella ovis AabcBA encapsulada por alginato com
quitosana (AQ+AabcBA) representado por circulo preto (A), AQ por triangulo vazio (B),
matriz polimérica + B. ovis AabcBA (MP+AabcBA) quadrado vazio (C), MP por triangulo
invertido preto (D) e PBS (ndo imunizado) circulo vazio (E). Os dados sdo expressos em
animais individuais (pontos) e a mediana (F). Os resultados foram analisados quanto a
normalidade antes de serem submetidos a ANOVA, analisados por meio do teste nao-
paramétrico de Kruskal-Wallis. As diferencas estatisticas estdo representadas por asteriscos
(* p<0,05).
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6. DISCUSSAO

Neste estudo foi possivel observar que camundongos C57BL/6 imunizados por via
subcutanea, com B. ovis AabcBA encapsuladas por alginato e quitosana, apresentaram
reducdo da colonizacdo bacteriana em baco e figado ap6s o desafio com estirpe selvagem
de B. ovis, além de induzir a producdo de anticorpos que auxiliam tanto na resposta imune
humoral quanto celular.

Diante das caracteristicas demonstradas por esta estirpe vacinal B. ovis AabcBA, de
ser segura e eficaz tanto no modelo murino quanto no hospedeiro natural (Silva et al.,
2015a e b), sustenta a vantagem de seu uso principalmente quando comparada aos riscos
demonstrados por vacinas comercialmente disponiveis para o controle da brucelose, que
além de causar doenca nos animais apresentam risco para a saude humana (Blasco, 1997;
Ridler e West, 2011).

O encapsulamento da estirpe vacinal B. ovis AabcBA, com alginato e quitosana
apresentou um indice de protecdo semelhante ao observado por trabalho com a mesma
candidata a vacina encapsulada somente com alginato, qual demonstra a capacidade
protetora desta estipe em modelo murino, contra diferentes estirpes selvagens isoladas a
partir de amostras de campo Carvalho et al., (2020).

Outros grupos de pesquisa demostram que outras estirpes vacinais atenuadas de B.
ovis, induzem uma resposta protetora significativa contra infecdo por B. ovis, e estimulam a
sintese de citocinas importantes contra a infecgcdo por Brucella spp. como IFN-y ¢ TNF-a
(Lloréns et al., 2014; Sancho et al., 2014).

A imunizacdo com Brucella ovis AabcBA revestida por capsulas de alginato e
quitosana induz a uma forte resposta imune humoral em camundongos desafiados com
estirpe selvagem de B. ovis, com maior expressdao de IgG1l. IgG2a e igG2b. Infeccdo por
Brucella spp. induz aumento da producéo de 1gG com predominio de IgG1l e 1gG2a em
camundongos, sendo que isotipo 1Gg2a, relacionada a resposta tipo Thl, tem papel
importante na imunidade anti-Brucella (Abkar et al 2019. Shim et al., 2020).

Nos ultimos anos o uso de adjuvantes vacinais tem sido mais frequente em
preparacOes vacinais contra brucelose, apesar da grande maioria dos trabalhos disponiveis
na literatura demostrarem seu uso em vacinas inativadas ou de subunidades (Ibafiez et al.,
2015; Nejad et al., 2019). Contudo, segundo alguns autores, os melhores resultados no
controle da infeccdo por Brucella se da através da utilizacdo de estirpes vivas atenuadas
(Ko e Splitter, 2003; Olsen e Stoffregen, 2005; Dorneles et al., 2015). Ha estudos que

utilizam adjuvantes associados a vacinas vivas atenuadas de Brucella spp., com intuito de
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prolongar a persisténcia da cepa atenuada no hospedeiro e melhorar a resposta imunoldgica
e protecédo contra a estirpe selvagem em hospedeiros naturais (Silva et al., 2015b; Eckstein
et al., 2020; Castafio-Zubieta et al., 2021).

Biopolimeros tém sido cada vez mais utilizados como adjuvantes, e se mostram
biocompativeis, estaveis e seguros (Golshani et al., 2018; Sadeghi et al., 2019). O alginato ¢é
um biopolimero usado como adjuvante de vacina viva (Silva et al., 2015 a e b; Eckstein et
al., 2020; Costa et al., 2020; Castafio-Zubieta et al., 2021) ou subunidades (Ibariez et al.,
2015; Shim et al., 2020) com intuito de melhorar a capacidade protetora da vacina.
Microcapsulas de biopolimeros servem como um sistema de entrega de antigenos,
protegendo-os da degradagdo, conduzindo a uma liberagdo mais lenta aumentando a
disponibilidade de imundgenos, além de melhorar captacdo por células apresentadoras de
antigenos, conduzindo a uma resposta imune mais organizada e duradoura (Rice-Ficht et
al., 2010; Kashem et al., 2017; Abkar et al., 2019).

A utilizagdo de adjuvantes associados tem-se mostrado eficaz na indugdo resposta
imune. Neste estudo utilizamos a associagdo de dois adjuvantes para a preparacdo da
vacina, alginato e quitosana, que favoreceram resposta protetora e reducdo das lesdes
ocasionadas pela infeccdo por Brucella ovis. Rocha et al., (2021), avaliaram microcapsulas
de alginato e quitosana em vacina inativada em modelo murino de infecgdo contra Listeria
monocytogenes, e observaram que 0 uso do biopolimeros induzem proliferacdo de
linfécitos T CD4* e TCD8", além de niveis significativos de IFN-y, importantes para o
controle da infeccdo de bactérias intracelulares. Adicionalmente a associacdo de alginato
com quitosana reduziu as lesbes hepéticas causadas pela listeriose me modelo murino
(Rocha et al., 2021).

Esta claro que a utilizacdo de adjuvantes apresenta diversas vantagens como,
possibilitar uma resposta imune mais eficaz e duradoura, permitir praticidade de seu uso,
contudo, alguns adjuvantes podem apresentar desvantagens que impossibilitem sua
aplicacdo, como por exemplo aumentar o custo da producdo de vacinas, além de algumas
destas solucBes conduzirem a quadros reacdo inflamatoria exacerbada no local da aplicagédo
como ocorre no caso de adjuvante de Freud (Windsor et al., 2005; Windsor e Eppleston,
2006). E importante a busca continua de novas formulagdes que induzam uma menor
reatogenicidade (Stills Jr, 2005; Powers et al.,, 2007) sem prejudicar sua capacidade
imunoestimulatoria. Neste estudo os camundongos que receberam AQ+ B. ovis AabcBA,

exibiram uma reacdo inflamatéria local em alguns casos com formagdo de fistulas
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demonstrando a necessidade de refinar ainda mais o preparo de vacinas com estas

substancias.

7. CONCLUSAO

Este conjunto de resultados obtidos com estes experimentos, evidenciam a
possibilidade da utilizacdo de biopolimeros, em preparacdes Unicas ou associadas, como
microcépsulas ou somente veiculo como adjuvantes vacinais. Os biopolimeros mostraram-
se biocompativeis e seguros para uso animal, além de a associacdo entre B. ovis AabcBA e
capsulas formadas a partir de alginato e quitosana, conduzirem tanto a maior indice de
protecdo, bem como induzir a producéo significativa de anticorpos relacionados a reposta
imune protetiva, tornando possivel sua avaliacdo futura em hospedeiro natural. A Matriz
Polimérica embora ndo tem favorecido a protecdo vacinal conferida pela estirpe B. ovis
AabcBA, apresenta inocuidade no modelo murino e caracteristicas fisico-quimicas que
podem permitir sua utilizagdo como adjuvante vacinal que atue como um sistema de

entrega de antigenos.
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