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RESUMO

A brucelose ¢ uma doenga infecciosa causada por bactérias cocobacilares, Gram-negativas,
intracelulares facultativas pertencentes ao género Brucella. A brucelose ovina, cujo um dos
agentes etiologicos € a Brucella ovis, provoca perdas reprodutivas e econdmicas em rebanhos
ovinos amplamente distribuidos pelo mundo. A vacina¢do desses animais representa um
método eficiente para o controle da infec¢do nos paises onde a incidéncia ¢ considerada
elevada. Vacinas inativadas, embora mais seguras, podem resultar em respostas imunes
insuficientes ou de baixa eficacia e/ou persisténcia. O objetivo desse estudo foi avaliar a
associagdo de uma vacina gama irradiada Brucella ovis ATCC 25840 a diferentes adjuvantes
como estratégia para ampliar sua imunogenicidade e prote¢do. Os biopolimeros alginato e
quitosana, bem como a emulsdo Montanide ISA 61 demonstraram incitar uma reposta local
intensa e duradoura, sobretudo, quando associados ao antigeno. Contudo, o Montanide ISA 61
apresentou menor reatogenicidade quando comparado aos demais. Além disso, as
formulagdes vacinais B. ovis y-irradiada revestida por capsulas de alginato-quitosana e B. ovis
y-irradiada associada a Montanide ISA 61 induziram concentragdes elevadas de IgG2b,
importante marcador de resposta imune celular. Todavia, essas formulagdes falharam em
conferir imunidade protetora aos camundongos desafiados experimentalmente com a estirpe

virulenta de B. ovis.

Palavras-chave: brucelose, vacinologia, adjuvantes, vacina inativada, resposta imune,

camundongos.



ABSTRACT

Brucellosis is an important infectious disease caused by coccobacilli, Gram-negative,
facultative intracellular bacteria member of the genus Brucella. Ovine brucellosis, whose
etiological agent is Brucella ovis, causes reproductive and economic losses in ovine herds
worldwide. Vaccination of these animals represents an efficient method for infection control
in countries where the incidence is considered high. The inactivated vaccines, although safer,
may result in insufficient or ineffective immune responses. The aim of this study was to
evaluate the association of a gamma-irradiated vaccine B. ovis ATCC 25840 with different
adjuvants as a strategy to increase its immunogenicity and protection. The alginate and
chitosan biopolymers, as well as the Montanide ISA 61 emulsion have been shown to incite
an intense and long-lasting local response, especially when associated with the antigen.
However, Montanide ISA 61 showed lower reactogenicity when compared to the others.
Furthermore, the vaccine formulations B. ovis y-irradiated coated alginate-chitosan and B.
ovis vy-irradiated associated with Montanide ISA 61 induced high levels of IgG2b, an
important marker of cellular immune response. Nevertheless, these formulations failed to
provide protective immunity in mice experimentally challenged with the virulent strain of B.

oVis.

Key-words: brucellosis, vaccinology, adjuvants, inactivated vaccine, immune response, mice.
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1. INTRODUCAO

A brucelose ¢ uma zoonose caracterizada por doenga reprodutiva em animais
domésticos e doenga cronica e debilitante no ser humano (Corbel et al., 2006). A vacinagao
animal provou ser a maneira mais eficiente para o controle da brucelose nos animais,
impedindo assim, sua propagacao para os humanos. Contudo, o desenvolvimento de vacinas
contra patogenos com ciclos de vida intracelulares ¢ desafiador, pois estes requerem uma

resposta imune mediada por células (Griffiths e Khader, 2014).

Na producdo ovina, a doenga gera perdas reprodutivas e econdmicas em rebanhos
amplamente distribuidos pelo mundo, tendo como agentes etiologicos Brucella melitensis e
Brucella ovis. No Brasil, a brucelose ovina é causada somente por B. ovis, uma vez que B.
melitensis € considerada exotica no pais (Poester et al., 2013). Embora nao cause doenga no
homem, B. ovis induz epididimite cronica e orquite em carneiros € constitui uma das causas
mais importantes de falha reprodutiva em ovinos (Carvalho Junior et al., 2012). Além da
reducdo de fertilidade nos machos, produz abortos ocasionais em ovelhas e aumenta o risco de

mortalidade perinatal e baixo peso em cordeiros (Sancho et al., 2014).

As medidas de controle para a brucelose ovina envolvem testes soroldgicos, cultura
bacteriologica e descarte de animais positivos. A vacinagdo com a cepa atenuada Brucella
melitensis Revl é recomendada em locais onde a prevaléncia ¢ elevada e também confere
protecdo contra B. ovis; todavia, essa vacina exibe importantes desvantagens, incluindo
viruléncia para humanos e proibicdo de seu uso em paises considerados livres de B.
melitensis, como o Brasil. Em razdo do impacto econdmico gerado pela brucelose ovina,
esforcos de pesquisa t€ém se concentrado no desenvolvimento de novas vacinas para o controle

dessa infec¢ao (Diaz et al., 2013).

Vacinas inativadas sdo mais seguras que vacinas vivas atenuadas, pois, em vacinas
vivas atenuadas pode ser observada reversao de viruléncia ou patogenicidade residual como
ocorre no caso das vacinas para brucelose. Contudo, a utilizacdo das formas inativadas pode
resultar em respostas imunes ndo protetoras. Uma estratégia para o aumento dessa resposta
nas vacinas inativadas consiste no emprego de adjuvantes vacinais, isto ¢, substancias que
atuem para acelerar, prolongar ou melhorar a resposta imune do hospedeiro ao antigeno (Yan

et al., 2019). Além disso, bactérias inativadas por radiacdo gama nado se replicam, mas
16
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permanecem metabolicamente ativas, representando também alternativa vidvel para fins de

imunizagao (Dabral et al., 2014).

O modelo murino tem sido amplamente utilizado nos estudos de brucelose, o que ¢
extremamente importante devido as limitagdes com as experimentacdes envolvendo animais
de grande porte. Nessas espécies, embora a maioria dos 6rgaos do sistema reticuloendotelial
possa estar infectada, o bago e o figado costumam ser predominantemente afetados e a
imunidade protetora parece ser mediada por mecanismos efetores humorais e celulares. Em
particular, estudos in vivo indicam que uma resposta imune mediada por linfocitos T CD4" e
CDS8" ¢ importante para controlar a infec¢do (Silva et al., 2011; Grillo et al., 2012; Silva et
al., 2015a). Nesse estudo, avaliamos a associa¢do de diferentes adjuvantes a B. ovis ATCC
25840 gama-irradiada, analisando a imunogenicidade e protecdo conferida pelas formulagdes

no modelo murino de infec¢do por B. ovis.
2. OBJETIVO GERAL

Selecionar o melhor adjuvante para a formulacdo com a estirpe B. ovis ATCC 25840
y-irradiada e avaliar se essa associagdo confere protecdo e imunogenicidade em camundongos

desafiados experimentalmente com a estirpe virulenta B. ovis ATCC 25840.

2.1.  Objetivos especificos

e Avaliar o potencial de protecdo conferido pelas formulagdes vacinais B. ovis ATCC
25840 y-irradiada revestida por capsulas de alginato-quitosana ou associada a Montanide
ISA 61, comparando-as com a estirpe mutante B. ovis AabcBA revestida por capsulas de
alginato, em camundongos desafiados experimentalmente com a estirpe virulenta de B.
ovis ATCC 25840.

e Avaliar as reacdes locais nos sitios de inoculagdo das formulagdes vacinais associadas
aos adjuvantes.

e Avaliar os titulos de anticorpos IgM, IgG e suas subclasses (IgG1, I1gG2b e 1gG3)

induzidos pelas associa¢des dos adjuvantes a B. ovis ATCC 25840 y-irradiada.

17



18

3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. O género Brucella

Brucella spp. sdo cocobacilos Gram-negativos, intracelulares facultativos e ndo
encapsulados pertencentes a classe das a-proteobactérias. Algumas dessas espécies sao
agentes causadores da brucelose, uma zoonose responsavel por grandes perdas econoOmicas na

pecudria e graves problemas na satde publica (Santos et al., 2013; Dabral et al., 2019).

Esses microorganismos infectam grande variedade de mamiferos aquaticos e terrestres
incluindo suinos, bovinos, ovinos, caprinos e caninos além de cetaceos, focas e ratos do
deserto. Tradicionalmente, o género Brucella era composto por seis espécies agrupadas
conforme sua patogenicidade e predilecdo primdria pelo hospedeiro. Todavia, recentes
isolados bacterianos foram reconhecidos e o género passou a ser constituido pelas seguintes
espécies: Brucella melitensis, B. suis, B. abortus, B. canis, B. ovis, B. neotomae, B. inopinata,
B. pinnipedialis, B. ceti, B. microti, B. vulpis ¢ B. papionis. Recentemente foi isolada uma
nova espécie de Brucella em sapo africano (Pyxicephalus edulis), com RNA ribossomal 16S
de B. inopinata, apesar de perfil bioquimico similar ao de Ochrobactrum sp. (Paixao et al.,

2009; Eisenberg et al., 2012; Hofer et al., 2012; Figueiredo et al., 2015).

Os hospedeiros preferenciais de B. melitensis, B. suis ¢ B. abortus sdo os pequenos
ruminantes, suinos e bovinos, respectivamente, sendo essas também as espécies mais
patogénicas ao ser humano. B. canis infecta os cdes e ocasionalmente causa doenga no
homem. B. ovis tem o ovino e B. neotomae, o rato do deserto como hospedeiros preferenciais.
B. ovis ndo causa brucelose humana; B. neotomae pode infectar humanos. As espécies B.
pinnipedialis e B. ceti também podem infectar o homem e tém como hospedeiros de
predile¢do focas e cetaceos, respectivamente. B. microti foi isolada em animais silvestres e
ratazanas € B. inopinata foi identificada em um implante mamario infectado. B. vulpis foi
isolada no linfonodo de uma raposa vermelha e B. papionis no Utero de babuinos, ndo
existindo ainda informagdes sobre o potencial zoondtico dessas espécies (Tabela 1) (Paixdo

et al., 2009; Pappas, 2010; Hofer et al., 2012; Suéarez-Esquivel et al., 2017).
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Tabela 1: Hospedeiros preferencias e potencial zoondtico das espécies de Brucella.

Espécies Hospedeiros preferenciais Potencial zoonotico
Brucella melitensis Ovinos, caprinos. Elevado

Brucella abortus Bovinos Moderado

Brucella suis Suinos Moderado
Brucella canis Caninos Leve
Brucella ceti Golfinhos e baleias Leve
Brucella pinnipedialis Focas Leve
Brucella neotomae Ratos do deserto Leve
Brucella inopinata Nao conhecido Leve

Brucella ovis Ovinos Infec¢des ndo reportadas
Brucella microti Ratazanas Infecgdes nao reportadas
Brucella papionis Babuinos Infecgdes nao reportadas

Brucella vulpis

Raposa vermelha

Infecg¢des ndo reportadas

Brucella sp.(sapo africano)

Sapo africano

Infecg¢des ndo reportadas

19

Todas as espécies pertencentes ao género Brucella sdo altamente similares,

apresentando similaridades gendmicas superiores a 90% em suas sequéncias de nucleotideos.
Essas bactérias sdao exigentes e crescem com atividade metabolica limitada (Hammerl et al.,

2016).

Brucella spp. podem ser também dividas segundo a composic¢ao do lipopolissacarideo
(LPS). As espécies de Brucella lisa (B. melitensis, B. suis, B. abortus) possuem um O-
polissacarideo (O-PS) constituindo seu LPS, diferentemente das espécies naturalmente
rugosas (B. ovis e B. canis) que nao exibem esse O-PS. Esse componente ¢ imunodominante e
os animais infectados com espécies de Brucella lisas desenvolvem anticorpos contra O-PS.
Entretanto, tal como ocorre em outras infecgdes por patdgenos intracelulares, a imunidade
celular desempenha papel central na resisténcia adquirida contra a doenca (Dabral et al.,

2019).
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3.2. Brucelose ovina

A brucelose ovina provoca perdas reprodutivas e econdmicas em rebanhos ovinos
amplamente distribuidos pelo mundo, tendo como agentes etioldgicos a B. melitensis e a B.
ovis. No Brasil a doenga ¢ causada somente por B. ovis, uma vez que B. melitensis ¢
considerada exotica no pais (Poester et al., 2013). A infec¢do natural por B. ovis ocorre
principalmente em ovinos, embora haja relatos de infec¢do em cervideos e caprinos (Ridler et
al., 2000). O estudo de Costa et al. (2016) demonstrou evidéncias soroldgicas de infec¢ao

natural por B. ovis em caprinos mesmo na auséncia de ovinos.

A transmissao venérea tem importancia na doenga causada por B. ovis que cursa com
epididimite em carneiros, €, menos frequentemente, com placentite e aborto em ovelhas.
Brucella ovis ndo causa doenga humana, mas pode induzir doenga cronica em ovinos. Alguns
carneiros infectados por B. ovis apresentam assimetria da cauda do epididimo, associado a
sensibilidade escrotal. Ao exame ultrassonografico, sdo visualizados noédulos anecoicos na

cauda do epididimo (Carvalho Junior ef al., 2012; Elderbrook et al., 2019).

Microscopicamente, se observam epididimite, degeneragdo testicular e vesiculite
seminal. Em infec¢do experimental pela via de inoculagdo subcutanea, foi constatada
epididimite granulomatosa com diferentes graus de intensidade. As lesdes iniciais
progrediram para fibrose intersticial e degeneracao epididimaria com formacao de cistos intra-
epiteliais levando, por vezes, a ruptura do ducto epididimario, extravasamento de
espermatozdides para o intersticio e formacao de granuloma espermatico (Carvalho Junior et

al.,2012; Silva et al., 2015b).

Nao ha vacina disponivel especificamente contra B. ovis. A vacina Rev-1, derivada de
uma cepa viva atenuada de B. melitensis, ¢ a mais comumente utilizada contra B. melitensis e
também protege contra B. ovis. No entanto, existem limitacdes significativas associadas ao
seu uso como a interferéncia em testes sorologicos, indugdo de aborto em animais gestantes,
patogenicidade residual, resisténcia a estreptomicina (um dos antibidticos de escolha para o
tratamento da brucelose humana) e proibi¢ao do uso em paises considerados livres da doenca,

como o Brasil (Silva et al., 2015b; Cassatro et al., 2016).

Estudos recentes demonstraram que a cepa vacinal candidata B. ovis AabcBA induz
protecdo em camundongos (Silva et al., 2015a), e promove imunidade estéril em carneiros

experimentalmente desafiados (Silva et al., 2015b). Em camundongos, indices de prote¢ao
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mais elevados foram induzidos pela cepa vacinal B. ovis AabcBA em camundongos C57BL/6

em comparagao a camundongos BALB/c (Silva et al., 2015a).
3.3. Resposta imunoldgica inata contra Brucella e fatores de viruléncia

As espécies de Brucella apresentam forte tropismo e se multiplicam em macrofagos,
células dendriticas e trofoblastos. Para alcangar as células-alvo esses microorganismos
atravessam as barreiras mucosas das vias respiratorias, geniturinarias e digestivas, onde sdo
fagocitados e se disseminam para orgaos linfoides e reprodutivos. Essa fagocitose ¢ mediada
por receptores € no processo ocorre a reorganizacao do citoesqueleto do hospedeiro (Paixao et

al., 2009; Rossetti et al., 2009; Figueiredo et al., 2015).

O sistema regulador BvsR/BvrS realiza o recrutamento de GTPases e filamentos de
actina, além de contribuir para a manutencdo da integridade externa dos microorganismos.
Cepas mutantes com auséncia desse sistema sdo incapazes de invadir células-alvo e impedir a

unido do fagossomo com o lisossomo (Xavier et al., 2010).

Apds a internalizagdo, forma-se um compartimento denominado Vacuolo Contendo
Brucella (BCV) onde a bactéria permanece e eventualmente se prolifera (Starr et al., 2008).
Roux ef al. (2007) demonstraram que a expressao do Sistema Secretor Tipo IV (TSS4), fator
de viruléncia codificado pelo operon virB, ¢ essencial para sobrevivéncia e multiplicagao da
Brucella nas células de mamiferos, uma vez que impede a unido do lisossomo com o

fagossomo.

Grande parte das bactérias fagocitadas ¢ destruida devido a acdo microbicida de
radicais livres, 6xido nitrico e enzimas. Contudo, a capacidade de persistir e se replicar nas
células fagociticas do sistema reticuloendotelial e em células ndo fagociticas como os
trofoblastos ¢ uma caracteristica muito importante na infeccdo por Brucella spp. Esses
microorganismos tém a capacidade de interferir no trafego intracelular, direcionando o BCV
para o reticulo endoplasmatico rugoso, onde ocorre intensa proliferacdo da bactéria (Xavier

et al., 2010; Poester et al., 2013; Figueiredo et al., 2015).

A deteccdo de estruturas microbianas conhecidas como Padrdes Moleculares
Associados a Patogenos (PAMPs), como o LPS, por Receptores de Reconhecimento Padrao
(PRRs) que incluem receptores de membrana (Receptores Semelhantes a Toll - TLRs) e

receptores citosdlicos (Receptores Semelhantes a Nod - NLRs), facilita a fagocitose o que
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leva a ativagdo de células da imunidade inata, mediadores pré-inflamatorios e moléculas que
iniciam a resposta imune adaptativa. Contudo, para a Brucella, a atividade dos PAMPs ¢
baixa e ndo resulta em resposta inflamatoria de alta intensidade (Skendros et al., 2011,

Skendros e Boura, 2013).

Entre as citocinas pro-inflamatorias ativadas durante a infeccdo dos macrofagos, o
fator de necrose tumoral alfa (TNFa) e a interleucina 12 (IL-12) t€ém papel fundamental. O
TNFa aumenta fortemente a atividade bactericida dos fagocitos e a IL-12 direciona a resposta
imune Thl e estimula a produgdo de interferon-gama (IFNy) pelas células natural killers
(NK) e células T que desempenham um papel importante no controle da infec¢ao (Paixao et

al., 2009; Skendros e Boura, 2013).

Algumas espécies de Brucella interferem na sinaliza¢do dos receptores do tipo Tool
(TLRs) através da produgdo de proteinas que contém dominio semelhante a TIR (Receptor
Toll IL-1), interferindo assim na sinalizagao via TLR/MyD88. Isso contribui para a supressao
da imunidade inata durante a infeccao, abaixando os niveis de liberacdo de citocinas,

favorecendo a sobrevivéncia e persisténcia intracelular deste patogeno (Paixao ef al., 2009).

Alguns componentes externos da Brucella foram descritos como fatores de viruléncia.
O LPS das colonias lisas promove prote¢do contra a lise mediada pelo complemento e efeitos
microbicidas de células do sistema fagocitico, como lisoenzimas, 6xido nitrico, radicais
livres, defensinas e lactoferrinas. Assim, essas cepas sao mais virulentas que as rugosas

(Xavier et al., 2010; Dabral et al., 2019).
3.4. Resposta imune protetora contra Brucella spp.

A prote¢do contra Brucella depende, principalmente, da imunidade mediada por
células envolvendo as células apresentadoras de antigeno (macréfagos e células dendriticas) e
os linfocitos T CD4" e CD8". Apos a ativagio da imunidade inata, a imunidade adaptativa se
expande para sustentar uma resposta especifica ao antigeno visando erradicar o patdgeno

(Skendros et al., 2011).

Citocinas sao agentes-chave na resposta protetora contra Brucella, mediando a
imunidade adaptativa e inata. A producdo de interleucina 2 (IL-2) por linfocitos B e
macrofagos estimula a resposta Thl e produgdo de IFNy e esse por sua vez, ativa os

macrofagos. O IFNy também estimula a citotoxicidade mediada por linfécitos T CDS" e
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potencializa a apoptose de células infectadas. Além disso, associado a IL-2, essa citocina
promove a expressdo de moléculas coestimuladoras e apresentadoras de antigenos em
macrofagos e células dendriticas. A IL-2 ¢ também um fator de crescimento responsavel pela

expansao clonal Th1 (Skendros e Boura, 2013).

Entre as citocinas relacionadas a resposta Th2 na infecgdo por Brucella, se destacam
as interleucinas 10 e 6 (IL-10 e IL-6). A IL-10 ¢é produzida por células T, linfocitos B,
neutrofilos, macréfagos e células dendriticas. Sugere-se que ao atuar em células
apresentadoras de antigenos, ela iniba o desenvolvimento de resposta Thl. Uma estratégia
utilizada por B. abortus consiste no estimulo a producao de IL-10 (Xavier et al., 2013). A IL-
6 também ¢ uma citocina de resposta Th2 produzida por macrdéfagos ativados, células T e B,
células do endotélio vascular, fibroblastos, queratinocitos e células mesangiais. Ela atua na
inibi¢do da expressao do MHC II induzida por IFNy e na apresentacdo de antigenos por
macrofagos infectados com Brucella, sugerindo desta forma, um efeito inibitorio na funcdo

dos macrofagos durante a infeccdo in vitro (Paixao et al., 2009).
3.5. Vacinas inativadas

O desenvolvimento de vacinas contra bactérias intracelulares demonstrou ser
desafiador. Normalmente, essas vacinas precisam induzir uma série de respostas imunes,
incluindo anticorpos e respostas de células T CD4" e CDS8". Essas respostas podem ser
induzidas por vacinas vivas atenuadas, ja o desencadeamento dessas respostas por vacinas
inativadas revelou ser mais complexo (Titball, 2008). E preciso considerar, no entanto, que
vacinas inativadas sdo formulagdes mais seguras, pois os riscos inerentes a replicagdo
bacteriana podem comprometer a utilizacdo de bactérias vivas para imunizacao (Yan et al.,

2019).

Além disso, o estudo de Carvalho et al., (2020) apontou que vacinas experimentais
baseadas em vacinas inativadas de Brucella fornecem protecdo significativamente maior,
conforme evidenciado por sua diferenca de risco (nimero de animais vacinados protegidos /
nimero total de animais vacinados — nimero de animais ndo vacinados protegidos / nimero
total de animais ndo vacinados) quando comparadas as cepas de vacina atenuadas. Uma
possivel desvantagem das vacinas inativadas seria a ndo persisténcia da imunidade a longo
prazo, que justificaria o fato de que as vacinas contra Brucella amplamente utilizadas sdo

cepas vivas atenuadas.
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No ambito de vacinas inativadas, a radiagdo gama tem sido utilizada no
desenvolvimento de formulagdes para prevenir doengas causadas por diferentes virus,
incluindo o SARS-CoV-2 (Karakus et al., 2021); além de diversas bactérias (Cha et al.,
2015; Jwa et al., 2018; Rocha et al., 2021) e parasitas (Gomaa et al., 2019). O estudo de
Hiramoto et al. (2002) demonstrou que o protozoario Toxoplasma gondii irradiado com raios
gama ¢ capaz de manter sua morfologia, metabolismo e invasao celular, ou seja, tais fungdes
biologicas nao sao anuladas por irradiacao. O principal efeito da irradiagao gama ¢ a perda de
capacidade para replicagdo bacteriana ¢ o acimulo de fitas-duplas quebradas por radicais
livres levando a fragmentagdo de DNA. Todavia, grande parte do genoma permanece intacta
e, consequentemente, o0 microorganismo tem o potencial para expressar genes nestes

segmentos e sintetizar proteinas (Trampuz et al., 2006).

Poucos trabalhos envolvendo vacinas contra Brucella com formulagdes inativadas por
radiagdo gama estdo disponiveis na literatura (Sanakkayala ef al., 2005; Magnani et al., 2009;
Moustafa ef al., 2011; Dabral et al., 2014 ). Em seu estudo, Magnani et al. (2009) relata que a
inativagdo de B. melitensis por irradiacdo gama impede sua replicacdo, mas retém todas as
caracteristicas de protecdo in vivo. As bactérias gama-irradiadas exibiram atividade
metabolica e transcricional, persisténcia em macrofagos, capacidade para estimular linfécitos
T citotoxicos especificos contra antigenos (CTLs) e proteger contra um desafio bacteriano

virulento sem sinais de viruléncia residual.

No estudo de Sanakkayala et al. (2005) foi demonstrado que a cepa inativada por
irradiagdo gama foi mais eficiente quando comparada a formulacao inativada pelo calor, na
indugdo de uma resposta imune do tipo Thl com detec¢do predominantemente de IgG2a nos
camundongos vacinados, bem como secrecdo de IFNy pelos esplenocitos apds estimulagdo in
vitro com antigenos especificos. Moustafa et al. (2006), por meio de reacdo em cadeia de
polimerase (PCR), observaram que as bactérias gama irradiadas persistiram no baco dos
camundongos inoculados em maior nimero e por tempo mais prolongado do que as bactérias

inativadas pelo calor.

Uma abordagem alternativa para a inducdo da imunidade por vacinas inativadas com
caracteristicas desejadas envolve as formulacdes com adjuvantes. A ampliagdo do
conhecimento na area da imunologia estd permitindo a elaboracdo de vacinas visando a

obten¢do de uma imunidade especifica, protetora e duradoura apos a vacinacdao. A selecao
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correta de adjuvantes auxilia para alcangar a resposta imune necessaria (Titball, 2008; Sun et

al., 2009).
3.6. Adjuvantes

Um adjuvante imunoldgico atua para acelerar, prolongar ou melhorar a resposta imune
do hospedeiro ao antigeno. Alguns adjuvantes, porém, podem gerar reagdes secundarias e
devem ser adaptados de acordo com vérios critérios, como a via de imunizacao, tipo de
resposta imune, duracdo da imunidade ou qualidade do antigeno, a fim de obter o melhor

equilibrio entre eficacia e seguranga (Aucouturier et al., 2002; Zheng et al., 2017).

Os adjuvantes tornam o antigeno mais visivel ou reativo ao sistema imune e diversos
mecanismos de acdo foram propostos de acordo com o adjuvante utilizado. Anteriormente, a
persisténcia antigénica” era considerada uma propriedade relacionada unicamente ao efeito
de depdsito. Hoje esse fenomeno ¢ atribuido a liberacdo controlada do antigeno e a melhor
captagdo promovida pelas células apresentadoras de antigenos (APCs). A ativacdo direta de
células da imunidade inata (como as APCs) induz a liberagdo de citocinas e quimiocinas por
meio de receptores especificos, influenciando também a resposta imune adaptativa (Gargon et

al., 2011).

Os adjuvantes podem ser classificados em diferentes grupos. O primeiro grupo
representa os adjuvantes quimicos entre os quais estdo os imunomoduladores, como o
brometo de didodecil dimetilaménio (DDAB) e avridina e os adjuvantes fisico-quimicos,
como emulsdes, lipossomas ou microesferas poliméricas. Alguns dos compostos fisico-
quimicos usados para encapsular antigenos também podem ter propriedades
imunomoduladoras. Um segundo grupo retine compostos naturais como o Quil A, glucano ou
inulina. Extratos bacterianos, como monofosforil lipidio A (MPLA), trealose dimicolato, CpG
ou lipopolissacarideos e seus derivados, compdem o terceiro grupo. Por fim, um grupo
contendo citocinas, como IFN-y, fator estimulador de colonia de granuldcitos-macrofagos

(GM-CSF) e hormonios também pode ser definido (Aucouturier ef al., 2002).

O desenvolvimento dos adjuvantes modernos, que apesar de muitos obstaculos, estd
em progresso, baseia-se na melhoria e aprimoramento das respostas imunes induzidas por
vacinas sem o comprometimento da seguranca. Isso ¢ feito por meio de adigdo seletiva de
moléculas bem definidas, formulagdes ou ambas. Nao existe um adjuvante universal e ideal

para todas as vacinas. A escolha apropriada do adjuvante a ser combinado ao antigeno ¢ ponto
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de extrema importancia para a formulagdo de vacinas eficazes (Garcon et al., 2011; Reed et

al.,2013).
3.7. Montanide

Em modelos animais, foram descritos novos adjuvantes que sdo mais efetivos para
intensificar as respostas imunes mediadas por anticorpos e/ou células em comparagdo ao
hidréxido de aluminio (adjuvante universalmente aceito). Em particular, a série Montanide
mostrou eficacia superior em uma variedade de vacinas humanas e veterinarias (Jang et al.,

2010).

Essas formulagdes caracterizadas como emulsdes de 6leo em dgua, agua em Oleo, ou
agua-6leo-agua foram desenvolvidas para utilizagdo em vacinas terapéuticas e profilaticas.
Para estabilizar essa combinacdo sdo adicionados surfactantes que possuem um grupo nao
polar hidrofobico e um grupo polar hidrofilico. O componente hidrofilico interage com a fase

aquosa da emulsdo representada pelo meio antigénico nas vacinas (Aucouturier et al., 2002).

A série de adjuvantes Montanide ISA inclui as emulsdes agua em 6leo, Montanide ™
ISA 70 VG (ISA 70) e Montanide ™ ISA 71 VG (ISA 71). Essas formulagdes consistem em
solugdes baseadas no o6leo mineral que incorpora o emulsificante altamente refinado
denominado manitol/acido oleico. O ISA 71 ¢ semelhante ao ISA 70, exceto pela presenga de
outro o0leo mineral aprimorado que permite a estimulacdo preferencial da imunidade mediada
por células do tipo Thl. ISA 70 e ISA 71 ja foram utilizados em estudos de vacinas contra
patogenos de frangos, bovinos e pequenos ruminantes (Tollersrud et al., 2001; Jang et al.,
2010; Zhugunissov et al., 2018). O Montanide ISA 61 também ¢ um adjuvante dessa série,
caracterizado por estimular fortes respostas imunes, tendo sido avaliado em trabalhos
envolvendo vacinas contra patégenos de bovinos (Hua et al., 2014; Ibrahim et al., 2015;

Khorasani et al., 2016; Cai et al., 2018).

Em relagdo ao mecanismo de acdo ¢ estabelecido que a liberagdo cinética do antigeno
varie conforme o tipo de emulsdo. Para uma proteina sem adjuvante a liberagdo ocorre de
forma imediata, contudo, quando ¢ adicionada uma emulsdo de 6leo em dgua hé discreta
redugdo na velocidade de liberagdo. Emulsdes agua em o6leo induzem nenhuma ou muito
baixa liberacdo de antigeno. Essas formulagdes também protegem o antigeno contra uma

degradacao rapida por enzimas e podem modificar sua carga elétrica tornando-o mais
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imunogénico. Além disso, produzem inflamacdo e estimulam o recrutamento de células

apresentadoras de antigenos, macréfagos e linfocitos (Aucouturier ef al., 2001).

Outro aspecto importante da resposta imune estimulada por esses adjuvantes é o
reconhecimento do antigeno por meio da deteccao dos PAMPs, através de PRRs que incluem
os TLRs e NODs que sao encontrados predominantemente em células do sistema imunolégico
inato. Com a produgdo e expressdo de IL-2 e sua subunidade alfa dos receptores de IL-2
(CD25) durante a ativacdo de células Th naive, a proliferagdo de células Th se inicia. Essas
células irdo se diferenciar em células Thl ou Th2 dependendo da citocina presente no
ambiente. Diferentes adjuvantes de vacinas que estdo em uso na medicina veterinaria e
humana auxiliam na diferenciagcdo de células Th em varias linhagens de células T, como Thl,
Th2, Th9 e Th17. As formulac¢des da série Montanide sdo capazes de estimular respostas Th1

e Th2 (Taffala et al., 2013).
3.8. Quitosana e alginato

Biomateriais como alginato e quitosana apresentam muitas caracteristicas desejaveis
para um adjuvante entre elas a biocompatibilidade, liberacdo controlada e sustentada de
antigenos, facilidade de administracdo e auséncia de toxicidade. Por meio da técnica de
encapsulamento em microesferas, esse novo sistema tem sido cada vez mais explorado na
medicina preventiva humana e veterindria, com resultados promissores (Zheng et al., 2017;

Rocha et al., 2021).

A quitosana ¢ um biopolimero extremamente abundante derivado da quitina natural
existente no exoesqueleto de artropodes, crustaceos e paredes celulares de fungos.
Estruturalmente sdo polissacarideos com um grupo amina e carga positiva. O alginato ¢ um
polissacarideo de ocorréncia natural, extraido da parede celular de algas marrons (Li et al.,

2018; Severino et al., 2019).

As formulagdes da quitosana tém sua estabilidade melhorada a partir da mistura com o
alginato de sodio. O alginato tem como caracteristicas importantes a solubilidade em 4gua
(permitindo assim a formacao de gel sem aquecimento ou resfriamento) e a capacidade de sua
matriz de aprisionar moléculas através de forgas capilares, que permanecem livres para migrar
por difusdo. Essas qualidades tornam os alginatos biopolimeros muito atrativos a

encapsulacao (Caetano et al., 2016).
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Os complexos polidnicos de alginato-quitosana sdo formados por gelificacdo idnica
através da interacdo entre o grupo amina (catidnico) da quitosana e o grupo carboxila
(anidnico) do alginato. Esse procedimento pode ser realizado sem a adicdo de nenhum
solvente organico e na temperatura ambiente. Assim, antigenos podem ser incorporados as
matrizes desses biomateriais com retengdo de suas atividades bioldgicas. O ion célcio ¢

utilizado para fortalecer e estabilizar as particulas (Biswas ef al., 2015).

Como adjuvantes vacinais esses sistemas podem oferecer diferentes mecanismos entre
eles o direcionamento do antigeno as células apresentadoras (APCs), ativagdo de células do
sistema imune através de citocinas e liberagdo controlada de proteinas encapsuladas. Em
camundongos, a quitosana estimula a resposta Thl por meio da ativacdo da via do
inflamassoma com as interleucinas 18 ¢ 1 (IL-18 e IL-1) induzindo a maturacao de células

dendriticas (Sarei ef al., 2013; Bueter et al., 2014).

Varios estudos tém associado o uso de microparticulas de alginato a vacinas atenuadas
de Brucella em camundongos (Arenas-Gamboa ef al., 2008; Silva et al., 2015a; Costa et al.,
2020), em cervos (Arenas-Gamboa et al., 2009b), em pequenos ruminantes (Silva et al.,
2015b) e em caes (Eckstein et al., 2020), além de vacinas carreadoras de antigenos contra o
virus da hepatite (Borges et al., 2008) e toxina diftérica (Sarei et al., 2013) em camundongos.
Trabalhos envolvendo a utilizagdo da quitosana como adjuvante também tém sido
desenvolvidos, entre eles os de vacinas contra Helicobacter pylori (Gong et al., 2015),

Neisseria meningitidis (Baudner et al., 2004) e Listeria monocytogenes (Rocha et al., 2021).

Arenas-Gamboa et al. (2009a) relataram melhor desempenho da vacina viva atenuada
(Brucella abortus S19 AvjbR) com a utilizagdao de microcapsulas erodiveis de alginato/poli-L-
lisina/vpB. Essa formulacao demonstrou uma liberacao sustentada de antigenos resultando em
perfil pronunciado de citocinas Thl em esplendcitos cultivados, mesmo apds oito meses de

vacinagao.
4. MATERIAL E METODOS:

4.1. Cepas bacterianas e cultivo

As cepas Brucella ovis ATCC 25840 e B. ovis AabcBA previamente descritas por
Silva et al. (2015) foram utilizadas neste estudo. O cultivo bacteriano foi feito em placas de

agar triptona de soja (TSA) suplementadas com 1% de hemoglobina e incubadas por 72 horas
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a 37°C em estufa com 5% de CO,. A cepa mutante B. ovis AabcBA foi cultivada em meio
TSA com 1% de hemoglobina e 100 pg/mL de canamicina. Apds o crescimento, as bactérias
foram ressuspendidas em tampao de salina-fosfato (PBS; pH 7,4) e a concentracdo de
bactérias foi estimada usando um espectrofotdometro (BioRad, Hercules, CA) em densidade
optica de 600 nm (OD600). Para uma ODgyy = 0,250, a concentracdo estimada de bactéria ¢
3 x 10° UFC (unidades formadoras de coldnias)/mL para a estirpe B. ovis ATCC 25840 ¢
1 x 10° UFC/mL para a estirpe mutante B. ovis AabcBA. Entdo, a partir dessa estimativa se
efetuou a padronizagdo dos indculos por meio de diluigdes. A concentracao foi confirmada
pelo plaqueamento em placas de TSA com 1% de hemoglobina, sendo a contagem realizada
em 72 a 96 horas apds o plaqueamento. A manipulagdo, cultivo e infecgdes foram feitas em
fluxo laminar no laboratério de biosseguranca nivel 2, no Laboratdrio de Patologia Molecular

da Escola de Veterinaria da UFMG.
4.2. Preparo de Brucella ovis ATCC 25840 y-irradiada

Uma suspensio bacteriana na concentragio de 1 x 10'"" UFC/mL foi irradiada com 15
kilograys (kGy) e acondicionadas a temperatura de -80°C até o momento de utilizagdo. A
irradiacdo foi realizada no Centro de Desenvolvimento de Tecnologia Nuclear (CDTN) da
UFMG. A suspensdo de bactérias irradiadas foi plaqueada em placas TSA com 1% de
hemoglobina e incubada a 37°C por 72 horas para confirmagdo da inativagdo, ndo sendo

observado o crescimento de coldnias.
4.3. Encapsulamento de Brucella ovis AabcBA e B. ovis ATCC 25840 y-irradiada

Para Brucella ovis AabcBA, o encapsulamento foi realizado como previamente
descrito por Silva et al. (2015) e Arenas-Gamboa et al. (2008), em que 1 x 10" UEC de B.
ovis AabcBA foi ressuspendida em 2 mL de solugdo de alginato a 1% (Sigma-Aldrich) e, essa
solucao foi gotejada com uma agulha de 33G em 10 mL de solugao de polimerizacao (solugao
de cloreto de célcio - CaCl,) a 0,5 mM. Apds gotejamento, as microcapsulas formadas foram
homogeneizadas por 15 minutos e lavadas duas vezes em solugdo tampao MOPS (4cido 3-
[N-morfolino] propanossulfonico). Finalizadas as lavagens, foi adicionada solu¢do de poli-L-
lisina a 0,05% diluida em solucdo de alginato a 1%, ¢ homogeneizados durante 5 minutos.
Cépsulas contendo as bactérias foram colocadas em solugdo despolimerizadora (solugao
contendo citrato de sodio, cloreto de sodio e MOPS), por 10 minutos sob agitacdo, e em

seguida diluidas em PBS e plaqueadas em meio TSA com 1% de hemoglobina. Procedimento
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semelhante foi realizado para o encapsulamento da B. ovis ATCC 25840 y-irradiada. Contudo,
uma concentracio de 1x 10'"' UFC/mL foi ressuspendida em 2 mL de alginato. Apds a
formacdo de microcapsulas por gotejamento em CaCl,, as microcapsulas contendo 1 x 10"
UFC/mL de B. ovis y-irradiada foram homogeneizadas por 30 minutos em solucdo de
quitosana a 1% (pH de 4,5 - 5, dissolvido em &cido acético a 1%) e lavadas uma vez em
solugdo tampao MOPS por 5 minutos. Para o preparo das cépsulas de alginato e quitosana
vazias, o procedimento também foi semelhante, sem a incorporacao de bactérias a solugao de

alginato.
4.4. Emulsificacao de Brucella ovis ATCC 25840 y-irradiada em Montanide ISA 61

O Montanide ISA 61 VG (Seppic-Brasil) ¢ um adjuvante de 4gua em Oleo a base de
0leo mineral. No dia da vacina¢do, a formulacdo com B. ovis ATCC 25840 y-irradiada foi
preparada em ISA 61 VG, sendo 400 pL da bactéria na concentra¢io de 1 x 10" UFC/mL
adicionados a 600 pL de Montanide, de acordo com as indicagdes do fabricante, e
emulsionados usando uma seringa de duas vias. O antigeno e ISA 61 VG foram primeiro
processados por 20 ciclos de baixa velocidade de emulsificagdo por aproximadamente
8s/ciclo, seguido por 60 ciclos de emulsificagdo de alta velocidade por aproximadamente
Is/ciclo. A qualidade da emulsdo foi avaliada colocando uma gota na superficie da agua.
Procedimento semelhante foi realizado para a formulacdo que seria constituida somente pelo
adjuvante, sendo, no entanto, adicionados 400 uL. de PBS a 600 uL. de Montanide. A
preparagdo da vacina foi considerada bem-sucedida quando a gota flutuou na superficie e

manteve seu estado emulsionado agua-em-o6leo.
4.5. Animais utilizados no experimento

Camundongos C57BL/6 fémeas de sete semanas de idade, obtidos no Biotério Central
da Universidade Federal de Minas Gerais, Brasil, foram utilizados neste estudo. Os
camundongos foram mantidos em uma sala a 22°C, 12 horas de luz/12 horas de ciclo escuro,
com acesso livre a comida e agua. Os experimentos com animais foram aprovados pelo
Comité de Etica Institucional em Experimenta¢io Animal da Universidade Federal de Minas

Gerais (protocolo CEUA 4/2021).

4.6. Imunizacao dos camundongos e avaliacido do indice de protecao
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Trinta camundongos susceptiveis (C57BL/6) a infeccdo por Brucella ovis foram divididos
aleatoriamente em 6 grupos (n = 5). Para avaliagdo dos adjuvantes, o controle positivo
utilizado foi o grupo vacinado com a cepa vacinal B. ovis AabcBA revestida por capsulas de
alginato, cujos resultados ja sdo bem conhecidos no modelo murino. Os animais foram
imunizados, por via subcutanea, com duas doses de cada formulacdo (100 pL cada dose,
correspondendo a 10° UFC por dose) em um intervalo de 14 dias entre as doses, com excegdo
da imunizacdo com a vacina viva B. ovis AabcBA encapsulada em alginato que foi realizada
em dose unica correspondendo a 10° UFC. Aos 28 dias apds o final do protocolo de
imunizagdo, os camundongos foram desafiados, por via intraperitoneal, com 1 x 10’ UFC de

B. ovis ATCC 25840. Os protocolos de imunizagdo estdo detalhados abaixo para cada grupo:

i.  B. ovis AabcBA revestida por capsulas de alginato (B. ovis AabcBA + alginato)
ii.  B. ovis ATCC 25840 y-irradiada revestida por capsulas de alginato e quitosana (B.ovis
y-irradiada + quitosana-alginato)
iii.  B. ovis ATCC 25840 y-irradiada associada a Montanide ISA 61 (B. ovis y-irradiada +
Montanide ISA 61)
iv.  Quitosana e alginato
v.  Montanide ISA 61

vi.  Nao imunizados (PBS).

Os camundongos foram observados diariamente durante todo o experimento, apos a
primeira imunizagdo, para monitorar o sitio de inoculagdo e eventuais sinais clinicos. A
espessura da pele foi mensurada com o auxilio de um paquimetro € o peso dos animais

também foi avaliado. As lesOes foram classificadas conforme escore abaixo:

Tabela 2: Escore de lesdes no sitio de aplicagdo das formulagdes vacinais.

Escore Grau Edema Eritema, alo~pec1a e
fistulacoes
1 Ausente Espessura da pele: 1,0 Ausentes
al,5mm
2 Leve Espessura da pele: 2,0 Ausentes
a 3,5 mm
Espessura da pele: 4,0 Eritema ¢ alopecia
3 Moderado presentes, sem
a 6,5mm 4
fistulagdes.
4 Intenso Espessura da pele: 7,0 Eritema, akipecm e
a 9,5 mm fistulagdes.
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Duas semanas apos o desafio os animais foram anestesiados com cloridrato de xilazina a 2%
(0,1 mg/Kg) e cloridrato de cetamina 1% (35 mg/Kg) e eutanasiados por deslocamento
cervical. Apos a eutanasia, o figado e bago foram coletados e pesados, homogeneizados com
PBS e submetidos a homogeneizacao e diluicdo para contagem de UFC em meio TSA com

1% de hemoglobina. Amostras de figado e bago foram também submetidas a histopatologia.

A avaliacao de protecao conferida pelas formulacdes vacinais foi avaliada com base na
reducdo da carga bacteriana em UFC de Brucella no bago dos camundongos apds desafio com
a estirpe virulenta de B. ovis ATCC 25840. A medida utilizada conhecida como “indice de
protecao” representa a subtracdo da UFC no bago entre os camundongos nao imunizados e os

imunizados.
4.7. Histopatologia e imuno-histoquimica

Fragmentos de figado, baco e sitio de aplicacdo da vacina foram coletados e fixados
em solucgdo de formalina tamponada a 10% por 48 horas. Apds a fixagdo os fragmentos foram
desidratados em uma sequéncia de alcoois (70%, 80%, 90% e absoluto) e entdo submetidos a
diafanizacdo por xilol. Apo6s diafanizagdo os fragmentos foram embebidos e incluidos em
parafina. Os fragmentos foram seccionados com espessuras de 3 a 4 pm e corados com
hematoxilina e eosina. As lesdes observadas no figado e bago foram classificadas por escores
de necrose e inflamagao, com os valores de inflamagao variando de 0 a 3, sendo 0 - ausente, 1
- discreto, 2 -moderado e 3 - acentuado. O escore de necrose variou de 0 a 1, sendo 0 -
ausente ou 1 - presente. Os escores de necrose e inflamagao foram somados totalizando um
escore que variou de 0 a 4. Foi também realizada imuno-histoquimica para detec¢ado in situ de
antigenos de Brucella sp. Os cortes histologicos em laminas foram desparafinizados pela
imersdo em xilol por 2 vezes durante 15 minutos, reidratados em banhos de 5 minutos em
etanol com dilui¢cdes decrescentes (100, 100, 90, 80 e 70%) e realizadas 3 lavagens com PBS
por 5 minutos. Posteriormente, as laminas foram imersas em solucdo bloqueadora de
peroxidase endodgena com peroxido de hidrogénio e metanol a 3% e realizado o bloqueio de
ligacdes inespecificas com leite em p6d (Molico, Nestlé®) 6%, por 40 minutos cada passo.
Ap0s o bloqueio, as laminas foram incubadas por 1 hora com anticorpo primdrio policlonal
anti-Brucella spp., produzido em coelho na diluicdo de 1:1000. Em seguida, os cortes foram
lavados trés vezes em PBS e incubados com anticorpo secundario EnVision™ FLEX+ system
— Dako por 30 minutos, seguida de nova lavagem com PBS e imunomarcagdo com

cromogeno 3’3- diaminobenzidina (Liquid DAB+Substrate Chromogen system; Dako North
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America, Via Real Carpinteria, CA, USA) (DAB) por 45 segundos. As laminas foram coradas
com hematoxilina de Mayer por 60 segundos. Como controle negativo, o anticorpo primario

foi substituido por PBS.
4.8. Avaliacao da resposta imune humoral

A resposta imunoldgica humoral induzida em camundongos apo6s a vacinacdo foi
avaliada por meio de ELISAi, mensurando titulos especificos de IgM, IgG total e suas
subclasses, IgG1, IgG2b e IgG3. Para isso foram utilizadas placas de ELISA (Costar, Sigma-
Aldrich, EUA) previamente sensibilizadas com 100 pL de antigeno bruto sonicado de
Brucella ovis na concentragdo de 0,25 pg por poco por 18 horas a 4°C. Apds a adsorcao do
antigeno, as placas foram lavadas duas vezes com solugdo fosfato salina com Tween (PBST)
0,05% Tween 20 (Sigma-Aldrich, USA) e bloqueadas com 200 pL. de PBS acrescido de 5%
de albumina sérica bovina (BSA) durante 1 hora a 37°C. Apos o bloqueio, foi removida a
solugdo dos pogos. As amostras de soros dos animais foram diluidas (1:100) em solugdo de
PBS com 2,5% de BSA, adicionadas aos pocos e incubadas por 1 hora em estufa a 37°C. A
seguir, as placas foram lavadas trés vezes com PBST 0,05% e 100 pL do anticorpo secundario
anti-camundongo (IgM, IgG, IgG1, IgG2b e IgG3) conjugado a peroxidase (Sigma-Aldrich,
St. Louis, EUA) e diluido 1:2.000 em PBS-BSA 2,5% foram adicionados aos pogos. Apos a
incubacgdo a 37°C por 1 hora, as placas foram novamente lavadas por trés vezes com a solucao
de lavagem, e entdo foram adicionados 100 pL/pogo do substrato (0,1 M de &cido citrico
anidro, 0,2 M de fosfato de sodio, 0,05% de dicloridrato de o-fenilenodiamina (OPD) e 0,1%
de peroxido de hidrogénio). As placas foram protegidas da luminosidade por 5 minutos com a
solucdo reveladora, sendo a reagdo interrompida pela adicdo de 50 pL de acido sulfurico
(H2SO4). A absorbancia foi analisada em leitor de ELISA a 492 nm (MR-96A Microplate

reader, Mindray, China). Todos os ensaios foram realizados em duplicatas.
4.9. Analise estatistica

Os dados obtidos na contagem de UFC foram normalizados por transformacdo
logaritmica, e submetidos a anélise pelo teste t student. A avaliacdo da espessura e do escore
das lesdes macroscopicas da pele, assim como o escore histopatologico de lesdes do figado e
bago foram analisados por meio do teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis. Para a
mensuracao do titulo de anticorpos e ganho de peso dos animais, os dados passaram por teste

de normalidade e foram submetidos a andlise de varidncia (ANOVA). Em seguida suas
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médias foram comparadas através do teste de Tukey. Todas estas andlises foram realizadas
com auxilio do 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. As formulac¢des vacinais Brucella ovis AabcBA + alginato, B. ovis y-irradiada +
quitosana-alginato e B. ovis y-irradiada + Montanide ISA 61 incitam reacio inflamatoria
duradoura no local da inoculacdo, e o Montanide ISA 61 nio provoca ulceras e

fistulacoes.

Estudos anteriores do grupo (Rocha, 2020; Oliveira, 2021) relataram intensa
inflamacao no local de inoculagdo em razao da associagdo dos biopolimeros quitosana e
alginato ao antigeno. Visando atenuar esse efeito, para as formulagdes inoculadas em duas

doses, as aplicagdes foram realizadas em locais distintos conforme mostra a Tabela 3.

Tabela 3. Locais de inoculagdo, via de administragdo, concentragdo do antigeno e volume das

formulagdes vacinais associadas aos adjuvantes utilizados no estudo.

Concentracio do
Adjuvante Volume Via de administragio/ local
antigeno
Alginato e 1x10"° UFC/mL ou 100 uL. Subcutanea (Regido cervical e
. H
quitosana ausente lombar)
‘ 1x10° UFC/mL ou Subcutanea (Regido cervical e
Montanide ISA 61 100 uLL
ausente lombar)

Para a formulacdo B. ovis AabcBA + alginato a inoculacdo foi feita apenas na regido cervical,
uma vez que essa era realizada em dose Unica. Ainda assim, os animais pertencentes a esse
grupo, bem como os animais pertencentes ao grupo B. ovis y-irradiada + quitosana-alginato
mostraram significativo desconforto durante a mensuragdo da espessura da pele no local de
aplicagdo; comportamento ndo observado nos grupos imunizados com Montanide ISA 61
associado a B. ovis y-irradiada e nos grupos que receberam somente os adjuvantes (Quitosana-
alginato e Montanide ISA 61). Os animais imunizados com B. ovis AabcBA + alginato e B.

ovis vy-irradiada + quitosana-alginato apresentaram aumento de volume progressivo e
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duradouro nos locais da aplicacdo. Para o grupo B. ovis y-irradiada + Montanide ISA 61, o
aumento de volume no sitio de inoculagdo foi observado somente em pontos mais tardios do
experimento (Figura 1). Cabe ressaltar que para 2 camundongos do grupo B. ovis AabcBA +
alginato e 3 camundongos do grupo B. ovis y-irradiada + quitosana-alginato foi observada
presenca de fistulas drenando exsudato purulento associada a areas ulceragdo (Figura 2 e
Figuras 3 A, B, C, F e G); lesdes ndo observadas nos grupos imunizados com B. ovis y-
irradiada + Montanide ISA 61 (Figura 2 e Figuras 3D e 3H) ¢ nos demais grupos que
receberam somente os adjuvantes. Os animais nao imunizados ndao mostraram qualquer
alteracdo de espessura da pele durante todo o experimento (Figura 1). Os resultados de média
da espessura da pele foram analisados quanto a normalidade antes de serem submetidos ao
teste de Kruskal-Wallis, com os valores das médias comparadas pelo teste de Dunn’s. Foi
evidenciado que os grupos B. ovis AabcBA + alginato e B. ovis y-irradiada + quitosana-
alginato apresentaram valores maiores que o grupo B. ovis y-irradiada + Montanide ISA 61 e
que os grupos que receberam apenas quitosana-alginato, Montanide ISA 61 e que o grupo nao
imunizado (p < 0,001). Para o escore de lesao os resultados de mediana foram submetidos ao
teste de Kruskal-Wallis, com os valores comparados pelo teste de Dunn’s. Os resultados
indicaram diferenga significativa com valores mais altos para os grupos B. ovis AabcBA +

alginato e B. ovis y-irradiada + quitosana-alginato em comparacao aos demais.
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4 B. ovis AabcBA + alginato

-4 B. ovis y-irradiada + quitosana/alginato
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12 £ Nao imunizados
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Dias apés vacinagdo

Figura 1. Espessura da pele no sitio de inoculagdo das formulacdes em camundongos
CS7BL/6 avaliada por 56 dias. Camundongos foram imunizados por via subcutanea com
Brucella ovis AabcBA + alginato , B. ovis y-irradiada + quitosana-alginato, B. ovis y-irradiada
+ Montanide ISA 61, quitosana e alginato, Montanide ISA 61 e PBS (ndo imunizados). Os

dados representam a média da espessura da pele por grupo, no sitio de aplicacao.
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Figura 2. Escore de lesdo no sitio de aplicacio de camundongos apés inoculacio da
primeira dose. Camundongos C57BL/6 fémeas (n = 5), inoculados por via subcutanea com
Brucella ovis AabcBA + alginato , B. ovis y-irradiada + quitosana-alginato, B. ovis y-irradiada
+ Montanide ISA 61, quitosana ¢ alginato, Montanide ISA 61 e PBS (ndo imunizados). Os

dados representam a mediana de cada grupo. Os resultados foram analisados por meio do teste

ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis. As diferencas estatisticas estdo representadas por

asteriscos (** p <0,01; *** p <0,001).

Figura 3. Reacdes locais relacionadas a inoculacdo de Brucella ovis AabcBA + alginato,
B. ovis y-irradiada + quitosana-alginato e B. ovis y-irradiada + Montanide ISA 61 em
camundongos C57BL/6. (A e F) aumento de volume na regido cervical associado a presenca
de fistula em camundongo inoculado com Brucella ovis AabcBA + alginato. (B, C e G)
aumento de volume na regido lombar, tlcera na regido lombar e fistula drenando exsudato
purulento na regido cervical em camundongo vacinado com B. ovis y-irradiada + quitosana-
alginato. (D e H) mostram aumento de volume na regido cervical associado a material branco,
de superficie lisa e bem delimitado no subcutineo de camundongo vacinado com B. ovis y-

irradiada + Montanide ISA 61.
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Na histologia (Figuras 4A, B e C) foi observado intenso infiltrado inflamatério
circundado por abundante deposicao de fibras de coldgeno associado a fibrina, edema e restos
necroticos. Esse infiltrado era composto por numerosos macrofagos epitelioides, neutrofilos,
linfocitos e plasmocitos. Multifocalmente havia quantidades moderadas de material granular
anfofilico ou espagos brancos e bem delimitados (interpretados como restos dos adjuvantes).
O infiltrado se estendia em derme profunda, subcutdneo e musculatura, na qual, por vezes,
havia fibras musculares com perda de estriacdes e hipereosinofilia. As alteragdes foram
compativeis com reacdo local a formulagdo, sobretudo, nos grupos em que a bactéria estava
associada (tanto na estirpe mutante B. ovis AabcBA como na inativada B. ovis ATCC 25840 y-
irradiada), uma vez que para os grupos inoculados apenas com os adjuvantes quitosana-
alginato e Montanide ISA 61 (Figuras 4D e E) a reacdo foi menos acentuada. No grupo nao
imunizado (PBS), ndo foi observada nenhuma alterag¢do histologica significativa no local de

inoculacdo (Figura F).

Figura 4. Les0es no sitio de inoculacio de formulacdes vacinais em camundongos

C57BL/6. (A) Camundongos C57BL/6 fémeas inoculados por via subcutdnea com Brucella
ovis AabcBA + alginato, (B) B. ovis y-irradiada + quitosana-alginato, (C) B. ovis y-irradiada +
Montanide ISA 61, (D) quitosana e alginato, (E) Montanide ISA 61 e (F) ndo imunizados.
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No que se refere a mensuracao do peso dos animais, nenhum animal perdeu peso e nao houve

diferenga ao se considerar o ganho ao longo de todo o experimento entre os diferentes grupos.

B.ovis AabcBA + alginato

B.O y-irradiada + quitosana e alginato
B.0O y- irradiada + Montanide ISA 61
Quitosana/alginato

Montanide I1SA 61

N&o imunizados

ns

ns

Ganho de peso (g)

1% ao 14° 15° ao 28° 29° ao 56°

Dias

Figura 5. Ganho de peso dos camundongos C57BL/6 fémeas avaliado por 56 dias. Nao
foi observada diferenca estatistica entre os diferentes grupos. Os resultados foram analisados
quanto a normalidade antes de serem submetidos a ANOVA, com os valores das médias

comparadas pelo teste de Tukey. Ns p>0,05.

5.2. A imunizacdo com Brucella ovis y-irradiada revestida por capsulas de alginato e
quitosana e B. ovis y-irradiada associada a Montanide ISA 61 induzem uma forte

resposta imune humoral em camundongos desafiados com estirpe selvagem de B. ovis.

Para avaliar a resposta imune humoral, titulos de anticorpos foram mensurados no soro
dos camundongos que receberam as formulagdes e foram posteriormente desafiados com a
estirpe selvagem. O soro desses animais foi coletado durante a realizacdo da necropsia apos

puncdo cardiaca.

Os resultados de IgG total (Figura 6) evidenciaram que as formulagdes vacinais
associadas a bactéria B. ovis y-irradiada, bem como a estirpe mutante B. ovis AabcBA
exibiram elevados titulos de anticorpos com diferenga estatistica significativa em relagdo aos

animais ndo imunizados e aos animais que receberam somente os adjuvantes.
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Figura 6. IgG em camundongos C57BL/6. Foram determinados os titulos totais de IgG por
meio de ELISAi1 no soro de camundongos C57BL/6 fémeas (n=15) que haviam sido
inoculados por via subcutanea com PBS (ndo imunizados), quitosana e alginato, Montanide
ISA 61, Brucella ovis AabcBA + alginato, B. ovis y-irradiada + quitosana-alginato ou B. ovis
y-irradiada + Montanide ISA 61 e posteriormente desafiados com a estirpe virulenta de B.
ovis. Os dados sdo expressos como valores individuais (pontos) de média com desvio padrao.
Os resultados passaram por transformac¢do 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 e ***p <0,001).

Em relagdo as subclasses de imunoglobulinas, foram mensurados os titulos de IgGl,
IgG2b e IgG3, com o objetivo de avaliar se as formula¢des foram capazes de induzir uma
resposta de perfil predominantemente Thl, sendo essa importante no controle da infec¢do por
Brucella. Para os titulos de IgG1 (Figura 7A), os resultados mostraram que as formulagdes

vacinais associadas a bactéria B. ovis y-irradiada, bem como a estirpe mutante B. ovis AabcBA
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exibiram elevadas concentracdes de anticorpos com diferenga estatistica significativa em
relacdo aos animais ndo imunizados e aos animais que receberam somente os adjuvantes.
Contudo, houve também diferenca estatistica significativa entre os titulos induzidos pela
formulacao B. ovis y-irradiada + quitosana-alginato quando comparada a B. ovis y-irradiada +
Montanide ISA 61, em que a ultima induziu concentragdes mais baixas dessa subclasse. No
que se refere a subclasse IgG2, optou-se por mensurar [gG2b (Figura 7B) como um dos
indicadores de resposta Thl, por se tratar de camundongos C57BL/6 (Martin et al., 1998;
Fornefett et al., 2018). Os resultados também evidenciaram que as formulagdes vacinais
associadas a bactéria B. ovis y-irradiada, bem como a estirpe mutante B. ovis AabcBA
exibiram elevados titulos de anticorpos com diferenca estatistica significativa em relagdo aos
animais ndo imunizados e aos animais que receberam somente os adjuvantes. O mesmo foi
observado, ainda que em magnitude menor, para a subclasse IgG3 (Figura 7C), também
relacionada a um perfil de reposta Thl. Ao se avaliar a razdo IgG2b/IgG1, as formulagdes B.
ovis AabcBA + alginato e B. ovis y-irradiada + quitosana-alginato obtiveram como valores
0,84 e 0,86, respectivamente (IgG2b/IgG1 < 1). Por sua vez, B. ovis y-irradiada + Montanide

ISA 61 apresentou razdo igual a 1,09, indicando assim, um perfil de resposta

predominantemente Th1 (IgG2b/IgG1 > 1).
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Figura 7. Titulos de IgG1, IgG2b e IgG3 em camundongos C57BL/6. Os titulos de (A)

IgG1, (B) IgG2b e (C) IgG3 foram mensurados por meio de ELISAi no soro de camundongos
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C57BL/6 fémeas (n=15) que haviam sido inoculados por via subcutanea com PBS (nao
imunizados), quitosana e alginato, Montanide ISA 61, Brucella ovis AabcBA + alginato, B.
ovis vy-irradiada + quitosana-alginato ou B. ovis vy-irradiada + Montanide ISA 61 e
posteriormente desafiados com a estirpe virulenta de B. ovis. Os dados sdo expressos como
valores individuais (pontos) de média com desvio padrdo. Os resultados passaram por
transformagao logaritmica antes de serem submetidos a ANOVA, com os valores das médias
comparadas pelo teste de Tukey. As diferencgas estatisticas estdo representadas por asteriscos

(*p<0,05; **p <0,01).

Para os titulos totais de IgM (Figura 8) foi observada diferenca estatistica com valores
mais elevados para os grupos vacinados em comparagdo aos grupos que receberam somente
os adjuvantes e o grupo nao imunizado (PBS). Todavia, cabe ressaltar que os valores de IgM
nesse caso, em razao do tempo, estido relacionados a resposta imune frente ao desafio com a

estirpe virulenta, sendo, portanto, pouco especifica em termos de resposta vacinal.
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Figura 8. Titulos totais de IgM em camundongos C57BL/6. Foram determinados os titulos
totais de IgM por meio de ELISAi no soro de camundongos C57BL/6 fémeas (n =5) que

haviam sido inoculados por via subcutanea com PBS (ndo imunizados), quitosana e alginato,
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Montanide ISA 61, Brucella ovis AabcBA + alginato, B. ovis y-irradiada + quitosana-alginato
ou B. ovis y-irradiada + Montanide ISA 61 e posteriormente desafiados com a estirpe
selvagem de B. ovis. Os dados sdo expressos como valores individuais (pontos) da média com
desvio padrao. Os resultados passaram por transformacdao logaritmica antes de serem
submetidos a ANOVA, com os valores das médias comparadas pelo teste de Tukey. As

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

5.3. A vacinacdo com Brucella ovis y-irradiada revestida por capsulas de alginato e
quitosana ou associada a Montanide ISA 61 nao conferiu protecdo contra o desafio com

estirpe virulenta de B. ovis.

Estudos anteriores demonstraram o potencial vacinal da cepa B. ovis AabcBA
encapsulada em alginato, reduzindo as lesdes e a carga bacteriana em camundongos
desafiados com a cepa virulenta de referéncia B. ovis ATCC 25840 (Silva et al., 2015a) e
contra cepas de campo (Carvalho et al., 2020). Assim, ela foi selecionada como o controle
positivo para o experimento. Os resultados mostraram que para o grupo que recebeu a estirpe
mutante encapsulada em alginato, houve reducdo com diferenga estatistica significativa
(p <0,05) na carga bacteriana no baco em comparagdo aos animais ndo imunizados, que
receberam somente PBS (Figura 9B). Todavia, para as formula¢des vacinais em que a
bactéria B. ovis ATCC 25840 foi inativada por raios gama associada a quitosana-alginato ou
Montanide ISA 61, ndo foi observada diferenca. Ao se avaliar a recuperacdo bacteriana no
figado (Figura 9A), nenhum dos grupos vacinados apresentou reducao significativa de UFC,
comparando-se ao grupo ndo imunizado (PBS). O indice de protecdo para cada formulagdao
esta detalhado na Tabela 4. Os dados indicam que para a estirpe mutante B. ovis AabcBA
encapsulada em alginato ha uma reducdo significativa de 0,50 Log referente a recuperagao
bacteriana no bago quando comparado ao grupo ndo imunizado. Para os demais grupos, ndo

foi observada diferenca estatistica significativa.
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Figura 9. Recuperacio bacteriana de amostras de (A) figado e (B) bagco de camundongos
C57BL/6. Camundongos C57BL/6 fémeas (n =5), foram inoculados por via subcutanea com
PBS (n3o imunizados), quitosana e alginato, Montanide ISA 61, Brucella ovis AabcBA +
alginato, B. ovis y-irradiada + quitosana-alginato ou B. ovis y-irradiada + Montanide ISA 61 e
posteriormente desafiados com a estirpe selvagem de B. ovis. Os dados sdo expressos como

valores individuais (pontos) das médias com desvio padrdo. Os resultados passaram por
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transformagdo logaritmica antes de serem submetidos ao teste t-student. As diferengas

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

Tabela 4. Protecdo induzida pelas formula¢des Brucella ovis AabcBA+ alginato, B. ovis y-
irradiada + quitosana-alginato, B. ovis y-irradiada + Montanide ISA 61, quitosana-alginato e
Montanide ISA 61 em camundongos C57BL/6 experimentalmente desafiados com B. ovis.
Diferencas estatisticamente significativa (*, p< 0,05) entre o grupo vacinado e o ndo

imunizado (PBS).

Grupos Log;o UFC/g do | Logjy UFC/g do | Indice de protecio
baco dos baco dos
animais animais nao

vacinados vacinados
B. ovis AabcBa + 4,80+ 0,28 5,30+0,21 0,50*
alginato
B. ovis y-irradiada 4,81 +0,88 5,30+ 0,21 0,49
+ Quitosana-
B. ovis y-irradiada 4,67 0,94 5,30+ 0,21 0,63
+ Montanide ISA
Quitosana + 4,95 +0,27 5,30+£0,21 0,35
Alginato
Montanide ISA 61 4,99 £0,36 5,30+£0,21 0,31

Na histopatologia, todos os grupos apresentaram agregados multifocais e aleatorios de células
inflamatorias, compostos por macrofagos epitelioides, linfocitos e neutrofilos associados a
necrose, compativeis com microgranulomas no figado (Figuras 10A a 10F). No baco, foi
observado o mesmo tipo de infiltrado inflamatério também com distribuicdo multifocal
(Figura 11A a 11F). Embora o grupo B. ovis y-irradiada + Montanide ISA 61 tenha
apresentado valores menores de mediana no escore de baco e figado, ndo houve diferencas

significativas entre os diferentes grupos (Figura 10G e 11G).
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Figura 10. Figados de camundongos C57BL/6 inoculados por via subcutinea com (A)
Brucella ovis AabcBA + alginato, (B) B. ovis y-irradiada encapsulada em quitosana-alginato,
(C) B. ovis y-irradiada + Montanide ISA 61, (D) quitosana e alginato, (E) Montanide ISA 61

e (F) ndo imunizados (PBS), posteriormente desafiados com a estirpe virulenta de B. ovis. Nas
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micrografias se observam microgranulomas em todos os grupos, com agregados maiores de
células inflamatorias no grupo nido imunizado e nos grupos que receberam apenas o0s
adjuvantes. H.E 40x. Na figura F se observa também, em detalhe, marca¢do imuno-

histoquimica de Brucella. Pelo escore histopatologico (G) ndo houve diferenca significativa

entre os grupos. As medianas de cada grupo foram analisadas por meio do teste nao-

paramétrico de Kruskal-Wallis. Ns p>0,05.

Escore histopatolégico
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Figura 11. Bago de camundongos C57BL/6 inoculados por via subcutdnea com (A) Brucella
ovis AabcBA + alginato, (B) B. ovis y-irradiada + quitosana-alginato, (C) B. ovis y-irradiada +
Montanide ISA 61, (D) quitosana e alginato, (E) Montanide ISA 61 ¢ (F) ndo imunizados
(PBS), desafiados com a estirpe virulenta de B. ovis. Nas micrografias se observam
microgranulomas em todos os grupos, com agregados maiores de células inflamatdrias no
grupo ndo imunizado e nos grupos que receberam apenas os adjuvantes. H.E 40x. Na figura F
se observa também, em detalhe, marcacdo imuno-histoquimica de Brucella. Pelo escore
histopatologico (G) nao houve diferenca significativa entre os grupos. As medianas de cada

grupo foram analisadas por meio do teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis. Ns p>0,05.

6. DISCUSSAO

O desenvolvimento de novas vacinas visa associar respostas imunoldgicas protetoras e
bem direcionadas ao imunogeno de interesse, evitando também efeitos colaterais prejudiciais
que possam ser causados por adjuvantes. Embora a eficacia seja um resultado essencial para
uma formulagdo vacinal, biocompatibilidade é considerado critério critico nesse processo.
Reagdes adversas no local de inoculagdo que causem dor ou dano tecidual sdo os principais

obstaculos no desenvolvimento e licenciamento de vacinas contendo adjuvantes

imunoestimuladores (Huntimer ef al., 2013).

Estudos anteriores do nosso grupo demonstraram que ao se associar a estirpe vacinal
mutante atenuada B. ovis AabcBA a microesferas de alginato (Silva et al., 2015a) ou
quitosana-alginato (Oliveira, 2021) se obtinha uma vacina eficaz tanto no modelo murino
quanto no hospedeiro natural (Silva et al., 2015b). De fato, o indice de prote¢do obtido no
presente estudo pela formulagdo B. ovis AabcBA + alginato corrobora com os resultados dos
trabalhos anteriormente citados. Alguns autores (Rocha 2020; Oliveira, 2021), no entanto,
relataram intensa reatogenicidade local com formagao de ulceras e fistulas no subcutaneo de
alguns camundongos submetidos a imunizagdo com esses adjuvantes, sobretudo, quando

associados ao antigeno, resultado também evidenciado neste trabalho.

Pelo exposto, a busca de novos adjuvantes mais seguros, eficazes e de baixa
toxicidade ¢ necessaria. O Montanide ISA 61VG é uma nova formulacdo a base de odleo
mineral pronto para uso em ruminantes que oferece o potencial de induzir respostas imunes
intensas e de longa duracdo. Os resultados do presente estudo demonstram pelo escore de

lesdo que o Montanide ISA 61 ¢ mais adequado, em termos de reatogenicidade, quando
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comparado ao alginato ou ao complexo quitosana-alginato e corroboram com Petermann et al.
(2017) que observaram somente o aumento da espessura da pele como efeito adverso a
vacinacao com esse adjuvante em bovinos. Apesar de baixa reatogenicidade, o Montanide
ISA 61 promoveu uma reposta inflamatoéria local intensa e duradoura conforme demonstrado

pelos achados histopatologicos (Figura 4C).

A indugdo do tipo apropriado de resposta imune ¢ essencial para o desenvolvimento de
protecdo. Em camundongos, as respostas polarizadas do tipo 1 ou 2 estdo associadas a
expressdo de citocinas especificas, como o IFNy relacionado a producgdo de IgG2a, IgG2b e
IgG3 (resposta Thl), e a IL-4 associada a produgdo de IgG1 (resposta Th2). O perfil Thl
relacionado a sintese de IFNy desempenha importante papel para a imunidade protetora contra
Brucella (Estes e Brown, 2002; Velikovsky et al., 2003). Nesse estudo, a associa¢do de B.
ovis inativada por raios gama ao adjuvante Montanide ISA 61, bem como ao complexo
quitosana-alginato foi capaz de induzir elevados niveis de IgG1, IgG3 e IgG2b sendo o tltimo
importante marcador de resposta Thl em camundongos C57BL/6 (Fornefett et al., 2018). Os
niveis de imunoglobulinas observados tiveram diferenca significativa em relagdo aos grupos
que receberam somente os adjuvantes e aos animais ndo imunizados. Por sua vez, foram
semelhantes aos valores obtidos pelos grupos inoculados com a estirpe vacinal atenuada B.
ovis AabcBA encapsulada em alginato. Todavia, ao se realizar a razdo IgG2b/IgGl, foi
observado que apenas a formulacdo B. ovis y-irradiada + Montanide ISA 61 obteve valor

maior que 1, sugerindo predominio de resposta imune Thl.

No modelo murino de brucelose, a carga bacteriana reduzida no baco e figado de
camundongos vacinados em comparagdo aqueles ndo vacinados ¢ o critério normalmente
usado para determinar as respostas protetoras induzidas por uma vacina (Dabral et al., 2014).
Com base nessas definigdes, as formulagdes vacinais associadas a B. ovis gama irradiada
utilizadas nesse estudo nao conferiram prote¢do aos animais. Além disso, elas ndo reduziram
as lesdes inflamatdrias no baco e figado dos camundongos submetidos ao desafio com estirpe
virulenta quando comparadas aos animais ndo imunizados, ainda que as formulagdes
associadas ao Montanide ISA 61 tenham apresentando valores de escore histopatologico
inferiores. A falha na imunidade protetora conferida pela vacina inativada por raios gama
nesse estudo, difere dos resultados obtidos por Sanakkayala et al. (2005), Moustafa et al.
(2011) e Dabral et al. (2014). No trabalho de Moustafa et al. (2011) foi demonstrado que a

vacina¢do de camundongos com B. neofomae gama-irradiada induzia imunidade protetora
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contra as estirpes virulentas de B. abortus, B. suis € B. melitensis. Para isso, a exposi¢ao a
irradiacdo gama foi realizada em dose minima de 300-350 kilorad como meio de abolir a
capacidade de replicagdo bacteriana. A mesma estratégia foi adotada no trabalho de Dabral et
al. (2014), no qual somente a associacdo da vacina B. neotomae gama-irradiada administrada
por via oral seguida de segunda dose de RB51 gama irradiada, conseguiu conferir prote¢ao
aos camundongos desafiados intraperitonealmente com a estirpe virulenta B. abortus 2308.
De forma geral, os autores citam essa metodologia desenvolvida recentemente como uma
possivel estratégia para impedir a replicacdo do organismo e desenvolver vacinas mais

seguras para doengas causadas por patdégenos intracelulares.

7. CONCLUSAO

No presente estudo, os biopolimeros alginato e quitosana, bem como a emulsdo
Montanide ISA 61 demonstraram incitar uma reposta local intensa e duradoura, sobretudo,
quando associados ao antigeno. Contudo, o Montanide apresentou menor reatogenicidade
quando comparado aos demais. No que se refere a imunogenicidade, as formulagdes B. ovis y-
irradiada revestida por alginato-quitosana, B. ovis y-irradiada associada a Montanide ISA 61
bem como a estirpe mutante B. ovis AabcBA revestida por alginato apresentaram titulos
elevados de IgG2b, importante marcador de resposta imune celular em camundongos
C57BL/6. Todavia, as formulagdes com a vacina B. ovis y-irradiada falharam em conferir
imunidade protetora aos animais. Em contrapartida, a vacina com a estirpe mutante B. ovis
AabcBA revestida por alginato conferiu protecdo contra o desafio, corroborando com
resultados de estudos anteriores. A associagdo da estirpe mutante a emulsdo Montanide ISA
61, adjuvante que demonstrou menor reatogenicidade e boa resposta humoral, se mostra como

alternativa vidvel para possiveis estudos futuros.
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