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287); e (F) vacinas de vetores (n = 38). Os pontos indicam cada experimento
individual, com linhas de tendéncia solida e linhas pontilhadas indicando o
intervalo de confianga. Os coeficientes lineares e os valores p séo indicados em
CAUA GIATICO. .v it

indices de protecdo de acordo com diferentes pardmetros. Todas as categorias de
vacinas experimentais foram analisadas em conjunto e agrupadas de acordo com:
(A) as linhagens de camundongo usadas em cada experimento individual; (B) via
de vacinacao; (C) nimero de vacinagdes; (D) as espécies de Brucella spp. usadas
para desafio experimental; (E) via de desafio; e (F) uso de adjuvante. Os nimeros
dos grupos experimentais para cada pardmetro sdo indicados entre parénteses.
Valores indicam a mediana, segundo e terceiro quartis (box), primeiro e quarto
quartis  (barras de erro). Os outliers sdo indicados  por

indice de protecéo de acordo com a linhagem de camundongo experimentalmente
utilizada para diferentes categorias de vacinas experimentais contra infeccdo de
Brucella spp. As categorias de vacinas (cepas atenuadas, vacinas de DNA,
vacinas inativadas, cepas atenuadas de mutantes, vacinas de subunidades e
vacinas vetorizadas foram reagrupadas de acordo com a linhagem de camundongo
experimentalmente utilizada (BALB/c, C57BL/6, Swiss e outros). Vacinas
atenuadas: BALB/c, n= 166; C57BL/6, n=9; Swiss, n= 34, outras, n= 12. Vacinas
de DNA: BALB/c, n= 67; C57BL/6, n= 1. Vacinas inativadas: BALB/c, n= 60;
Swiss, n= 6. Vacinas mutantes: BALB/c, n= 89; C57BL/6, n= 6; Swiss, n= 4,
outros, n= 3. Vacinas de subunidade: BALB/c, h= 274; C57BL/6, n= 3; Swiss, n=
9, outras, n= 1. Vacinas vetorizadas: BALB/c, n= 38. Os valores indicam a
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Figura 2.8

Figura 2.9

Figura 2.10

Figura 2.11

mediana, segundo e terceiro quartis (box), primeiro e quarto quartis (barras de
erro). Os outliers s30 INdiCad0s POF PONLOS. ....cvevireririeriereeieeeeeeere e e sreraens

indice de protecdo de acordo com a via de vacinagio para diferentes categorias de
vacinas experimentais de Brucella spp. As categorias de vacinas (cepas atenuadas,
vacinas de DNA, vacinas inativadas, cepas mutantes atenuadas, vacinas de
subunidades e vacinas vetorizadas) foram reagrupadas de acordo com a via de
vacinagdo (intragastrica e oral, n = 81, intramuscular, n = 90, intraperitoneal, n =
355, subcutanea, n = 199, outras, n = 9). Vacinas atenuadas: intragastrica e oral, n
= 12; intraperitoneal, n = 119; subcutdnea, n = 48. Vacinas de DNA:
intramuscular, n = 62; outras, n = 4. Vacinas inativadas: oral, n = 20;
intraperitoneal, n = 19; subcutanea, n = 26; outras, n = 1. Vacinas mutantes: oral,
n = 5; intraperitoneal, n = 79; subcutanea, n = 14. Vacinas de subunidades: oral, n
= 25; intramuscular, n = 28; intraperitoneal, n = 119, outros, n = 4. Vacinas
vetorizadas: oral, n = 19; intraperitoneal, n = 19. Os valores indicam a mediana,
segundo e terceiro quartis (box), primeiro e quarto quartis (barras de erro). Os
outliers S80 iNdiCAd0S POI PONLOS........curviririeiriiiereiee e
indice de protecdo de acordo com o numero de vacinagbes para diferentes
categorias de vacinas experimentais contra Brucella spp. As categorias de vacinas
(cepas atenuadas, vacinas de DNA, vacinas inativadas, cepas atenuadas de
mutantes, vacinas de subunidades e vacinas vetorizadas) foram reagrupadas de
acordo com o nimero de vacinagfes (1x, n = 394; 2x, n = 196; 3x, n = 111; 4x, n
= 36; 9%, n = 2). Vacinas atenuadas: 1x, n = 211; 2x, n = 6; 4x, n = 1). Vacinas de
DNA: 1x, n = 6; 2x, n = 2; 3, n = 34; 4x, n = 26). Vacinas inativadas: 1x, n = 4;
2x, n = 13; 3%, n = 6; 4%, n = 3. Vacinas mutantes: 1x, n = 97; 3x, n = 1. Vacinas
de subunidades: 1x, n = 32; 2x, n = 148; 3x, n = 68; 4x, n = 3. Vacinas
vetorizadas: 1x, n = 4; 2x, n = 27; 3x, n = 2; 4x, n = 3; 9x, n = 2. Os valores
indicam a mediana, segundo e terceiro quartis (box), primeiro e quarto quartis
(barras de erro). Os outliers s@o indicados POr PONLOS.........cvrvrerveerreirinerine e

indice de protecdo de acordo com a espécie de desafio de Brucella spp. para
diferentes categorias de vacinas experimentais. As categorias de vacinas (cepas
atenuadas, vacinas de DNA, vacinas inativadas, cepas mutantes atenuadas,
vacinas de subunidades e vacinas vetoriais) foram reagrupadas de acordo com a
espécie de Brucella spp. utilizadas para o desafio experimental (B. abortus, B.
canis, B. melitensis, B. ovis e B. suis). Vacinas atenuadas: B. abortus, n = 140; B.
melitensis, n = 60; B. ovis, n = 12; B. suis, n = 9. Vacinas de DNA: B. abortus, n =
33; B. canis, n = 2; B. melitensis, n = 27; B. ovis, n = 6. Vacinas inativadas: B.
abortus, n = 28; B. canis, n = 2; B. melitensis, n = 26; B. ovis, n = 7; B. suis, n = 3.
Vacinas mutantes: B. abortus, n = 40; B. canis, n = 4; B. melitensis, n = 47; B.
ovis, n = 11. Vacinas de subunidades: B. abortus, n = 194; B. canis, n = 8; B.
melitensis, n = 54; B. ovis, n = 31. Vacinas vetorizadas: B. abortus, n = 29; B.
melitensis, n = 9. Os valores indicam a mediana, segundo e terceiro quartis (box),
primeiro e quarto quartis (barras de erro). Os outliers sdo indicados por

indice de protecdo de acordo com a via de desafio para diferentes categorias de
vacinas experimentais contra Brucella spp. As categorias de vacinas (cepas
atenuadas, vacinas de DNA, vacinas inativadas, cepas atenuadas de mutantes,
vacinas de subunidades e vacinas vetorizadas) foram reagrupadas de acordo com a
via de desafio (oral e intragastrica, n = 25; intraperitoneal, n = 587; outras, n = 26,
intravenosa, n = 131). Vacinas atenuadas: oral e intragastrica, n = 5;
intraperitoneal, n = 185; outras, n = 4; intravenosa, n = 23. Vacinas de DNA: oral
e intragéstrica, n = 1; intraperitoneal, n = 48; intravenosa, n = 15. Vacinas
inativadas: intraperitoneal, n = 35; outras, n = 14; intravenosa, n = 17. Vacinas
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Figura 2.12

Figura 3.1

Figura 3.2

Figura 4.1

Figura 4.2

Figura 4.3

Figura 4.4

mutantes: oral e intragastrica, n = 1; intraperitoneal, n = 93; outras, n = 4. Vacinas
de subunidade: oral e intragastrica, n = 16; intraperitoneal, n = 191; outras n = 4;
intravenosa, n = 75. Vacinas vetorizadas: oral e intragastrica, n = 2;
intraperitoneal, n = 35; intravenosa, n = 1. Os valores indicam a mediana, segundo
e terceiro quartis (box), primeiro e quarto quartis (barras de erro). Os outliers sdo
[ Lo Tor=To [0 o Lo g oo 1] oS

indice de protecéo de acordo com o uso de adjuvante para diferentes categorias de
vacinas experimentais contra Brucella spp. As categorias de vacinas (cepas
atenuadas, vacinas de DNA, vacinas inativadas, cepas mutantes atenuadas,
vacinas de subunidades e vacinas vetorizadas) foram reagrupadas de acordo com
0 uso ou ndo de adjuvante (ndo, n = 528; sim, n = 253). Vacinas atenuadas: néo, n
= 213; sim, n = 7. Vacinas de DNA: ndo, n = 61; sim, n = 7. Vacinas inativadas:
ndo, n = 44; sim, n = 22. Vacinas mutantes: ndo, n = 96; sim, n = 6. Vacinas da
subunidade: ndo, n = 84; sim, n = 203. Vacinas vetorizadas: ndo, n = 30; sim, n =
8. Os valores indicam a mediana, segundo e terceiro quartis (box), primeiro e
quarto quartis (barras de erro). Os outliers sdo indicados por

Capitulo 11l - Meta-analise em vacinologia de brucelose em hospedeiros
naturais

Fluxograma que descreve a selecdo de artigos das plataformas PubMed e Scopus
para inclusdo neste estudo de meta-analise............cccovveeienieiencse e

Andlise de regressdo linear correlacionando os tipos de vacinas experimentais
(atenuada, mutante, subunidade, vetor e inativada) com o ano de publicacdo de
cada experimento, em diferentes hospedeiros animais. O estudo com 116
experimentos individuais, constituido de vacinas atenuadas (62), com cepas
mutantes (23), subunidades (17), vetorizadas (9) e cepas inativadas (5) (r = 34,31,
F2 = 11,77, P = 0,159). ittt

Capitulo IV - Eficacia de cepa vacinal de BRUCELLA 0OVIS mutante AabcBA
expressando proteina quimérica recombinante na protecdo polivalente
contra brucelose no modelo murino

Plasmideo pPRB14: &rea de delecdo e representacdo do gene clonado contendo
promotor SecE, proteina quimérica e gene que confere resisténcia a Cloranfenicol
para esta cepa, e adicionalmente os fragmentos upstream e downstream. CmR=
cassete de resisténcia & Cloranfenicol. F= fragmentos de genes truncados na
IMUEAGBNESE. ...ttt ettt b et bbbkt b bbbt ettt ekt st e bt eb e st et e neebenbebe e

Representacdo dos iniciadores para confirmagdo de Brucella ovis WT e da
mutacdo de B. ovis AabcBA PRB14 por PCR. Para B. ovis WT utilizamos
iniciadores na regido AO500 e na regido downstream, enquanto que em B. ovis
AabcBA PRB14 os iniciadores utilizados amplificavam a regido da proteina
quimérica e sequéncia da regiao dOWNSLIEAM.........c.ccvrvierirerieiesere e,
Representacdo dos iniciadores para sequenciamento da cepa mutante Brucella
ovis AabcBA PRB14. Para a cepa AabcBA PRB14 os iniciadores utilizados
amplificavam a regifo do cloranfenicol e sequéncia da regido
BOWADBDS......cece ettt sttt ettt n e nre e te s et ne e e nreeneenen

Design final da proteina quimérica recombinate PRB14 de Brucella com 28
epitopos (vermelho), sequencia linker de GGG (preto) e seis histidinas no C-
TEIMINAL (VEFTR).....eiiieeitie et et et
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Figura 4.5

Figura 4.6

Figura 4.7

Figura 4.8

Figura 4.9

Figura 4.10

Figura 4.11

(A) Confirmagdo da cepa AabcBA PRB14 pertencente a espécie Brucella ovis
pela PCR. Amplificacdo de fragmento de 228 pb do fragmento do gene de B. ovis
BOVAO503 presente em uma ilha gendmica especifica dessa espécie. Amostra 1:
B. ovis WT (controle positivo); Amostra 2: B. ovis AabcBA PRB14; Amostra 3:
controle negativo. (B) Confirmacdo da mutagénese de Brucella ovis AabcBA
PRB14 pela PCR. Amplificacdo de fragmento de 857 pb na amostra mutante
resultante do gene sintético de PRB14. Amostra 1: B. ovis WT; Amostra 2: B. ovis
AabcBA PRB14; Amostra 3: controle negativo. (C) Confirmagdo de mutagénese
de Brucella ovis AabcBA PRB14 por PCR para sequenciamento. Amplificacdo de
fragmento de 1511 pb presente na amostra virulenta de referéncia B. ovis WT
(ATCC 25840). Na cepa mutante B. ovis AabcBA PRB14 a inser¢do do gene
sintético resultou na amplificacdo de um produto maior (1749 pb). Amostra 1: B.
ovis WT (ATCC 25840); Amostra 2: B. ovis AabcBA PRB14; Amostra 3: controle
4T LAY TSRS

Western blot de diferentes cepas de Brucella ovis. Lisado de células de B. ovis
AabcBA PRB14 foi submetida a eletroforese e transferida, e a cauda de histidina
foi detectada com 0 uso de anticorpo anti-his. ........ccccccveveiiiiesiiice e

Replicacdo intracelular de diferentes cepas de Brucella ovis. Macréfagos RAW
264.7 em placas de 96 pogos foram infectados com 5 x 107 UFC/mL de B. ovis
AabcBA ou B. ovis AabcBA PRB14 ou B. ovis WT. O tempo O representa o
namero de UFC intracelular uma hora apds incubagdo com gentamicina. Ndmeros
de UFC foram determinados nos tempos de 0, 4, 24 e 48 horas pos infecgdo.
Diferenga significativa entre a amostra de referéncia e as cepas mutantes esta
indicada por asteriscos (**p<0,01; ***p<0,001). Dados sdo de um experimento
individual que é representativo de dois experimentos independentes......................
Persisténcia de Brucella ovis AabcBA, B. ovis AabcBA PRB14 e B. ovis WT em
baco e figado de camundongos infectados com diferentes cepas de Brucella ovis.
Camundongos foram inoculados intraperitonealmente (i.p.) com 10°
UFC/camundongo de B. ovis AabcBA, B. ovis AabcBA PRB14 e B. ovis WT e
eutanasiados 7 dias pos infec¢do. (A) Bago. (B) Figado.........c.ccovevvninnciinnennn
AlteracGes macroscépicas de bago e figado de camundongos BALB/c infectados
com Brucella ovis AabcBA (A), B. ovis AabcBA PRB14 (B) e B. ovis WT (C),
mostrando esplenomegalia e hepatomegalia em camundongos infectados com
CEPA SEIVAGEM ...t e

Figado de camundongo BALB/c infectado com Brucella ovis AabcBA PRB14 (A)
e B. ovis WT (B). Microgranuloma focal discreto em figado de camundongo
infectado com B. ovis AabcAB PRB14 (A) comparado a multifocais
microgranulomas em figado de camundongo infectado com B. ovis WT.
Coloragao de hematoxilina e eosina (HE). Barra: 20 UM......cccoovvreeneicneienenennen.
Histologia e imuno-histoquimica de ba¢o de camundongos BALB/c infectados
com Brucella ovis AabcBA PRB14 (A e C) e B. ovis WT (B e D). (A). Discreto
infiltrado inflamatdrio histiocitario, com alguns neutréfilos na polpa vermelha no
baco de camundongos infectados com B. ovis AabcBA PRB14. Barra: 100 pm.
(B). Microgranulomas multifocais intensos no baco de camundongos infectados
com cepa B. ovis WT. Barra: 100 um. (C). Imunomarcagoes discretas de bactérias
intracitoplasmaticas em macrdfagos. Barra: 20 um. (D). Imunomarcagdes intensas
de bactérias intralesionais em macréfagos em microgranulomas. Barra: 20
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Figura 4.12

Figura 4.13

Figura 4.14

Figura 4.15

Figura 5.1

Figura 5.2

Figura 5.3

Figura5.4

Alteracbes macroscépicas no figado e baco de camundongos BALB/c néo
imunizados (PBS) (A), imunizados com Brucella ovis AabcBA PRB14
encapsulada (B) ou com B. ovis AabcBA encapsulada (C) ou Brucella abortus S19
(D) e desafiados com B. abortus 2308. Esplenomegalia acentuada e
hepatomegalia discreta (A, B e C), exceto nos camundongos imunizados com S19

Alteragdes macroscopicas no figado e bago de camundongos BALB/c nao
imunizados (PBS) (A) ou imunizados com Brucella ovis AabcBA PRB14
encapsulada (B) ou B. ovis AabcBA encapsulada (C) ou Brucella abortus S19 (D)
e desafiados com B. ovis WT (ATCC 25840). Esplenomegalia e hepatomegalia
discreta (B e C) e ausente em camundongos imunizados com S19 (D).
Esplenomegalia acentuada e hepatomegalia discreta em camundongos do grupo
CONEIOIE PBS (A) . ittt et e e ne e

Alteragbes macroscOpicas representativas de figado e baco de camundongos
BALB/c ndo imunizados (PBS) (A) ou imunizados com Brucella ovis AabcBA
PRB14 encapsulada (B) ou B. ovis AabcBA encapsulada (C) ou B. abortus S19
(D) e desafiados com B. suis 1330. Esplenomegalia acentuada e hepatomegalia
discreta (A, B e C), exceto nos camundongos imunizados com S19

Histopatol6gico e imuno-histoquimica do local de vacinacdo de camundongos
BALB/c imunizados com a cepa Brucella ovis AabcBA PRB14 encapsulada,
apresentando granulomas. (A): Pele com ulceracdo extensa associada a infiltrado
inflamatério histiocitario e neutrofilico focalmente extenso e intenso. Barra: 500
pum (B): Pele, infiltrado inflamatério histiocitario e neutrofilico intenso, com
numerosos macréfagos espumosos. Barra: 50 um (C) Degeneragdo, necrose e
perda de fibras musculares esqueléticas, substituidas por infiltrado inflamatdrio
histiocitario e neutrofilico intenso, com numerosas bactérias intralesionais
imunomarcadas (D). Barra: 50 UM.........ccceiiiieiieiiiiieese e

Capitulo V - Expressdo in vitro de proteina quimérica recombinante de
Brucella e seu papel protetivo ha imunizacdo de camundongos BALB/c

Plasmideo de expressdo pPTQ usado para expressdo de proteina quimérica
recombinante PRB14. KanR: cassete de resisténcia & Canamicina. 6xHis:
sequéncia para expressao de seis histidings..........cccoevvviivie i

Design final da proteina quimérica recombinate PRB14 com 28 epitopos
(vermelho), sequencia linker de GGG (preto) e seis histidinas no C-terminal

Andlise do produto de PCR gerado a partir da reacdo de PCR utilizando os
iniciadores T7 no vetor pPTQ (pET28a) em gel de agarose a 1,5%. Na canaleta 1
encontra-se o padrao de peso molecular e na canaleta 2 o gene da proteina PRB14
INSEIIAO NO PET28A.....c.ciuiiiiiiicieie et
Expressdo, andlise de solubilidade e purificacdo da proteina recombinante
quimérica PRB14. Proteina quimérica PRB14 foi clonada em plasmideo de
expressdo pET28a, transformada em E. coli BL21 e induzida com IPTG. Os
lisados bacterianos foram analisados por SDS-PAGE 12%, corado com
Coomassie brilant blue. (1) Padrdo de peso molecular; (2) lisado de Escherichia
coli BL21 vazia ndo induzida (V-NI) (3) e induzida (V-I); (4) lisado de E. coli
contendo o plasmideo pET28a com inserto nao induzida (I-NI) e (5) contendo o
plasmideo pET28a com inserto induzida (I-1), coletados 4 horas apés indugdo; (6)
sedimento bacteriano lisado; (7) sobrenadante de cultura lisado; (8) proteina
PRB LAY PUFTICAA. ...t
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Figura 5.5

Western blot utilizando anticorpo monoclonal anti-histidina (6X). (1) Padrdo de
peso molecular; (2) lisado de Escherichia coli BL21 vazia ndo induzida (V-NI)
(3) e induzida (V-I); (4) lisado de E. coli contendo o plasmideo pET28a com
inserto ndo induzida (I-NI) e (5) contendo o plasmideo pET28a com inserto
induzida (I-1), 4 horas apds inducéo; (6) proteina PRB14r purificada......................
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Abreviaturas

AAM = macrofagos ativados alternativamente
ABC = ATP binding cassete

AEC = 3-amino-9-etilcarbazol

BCV = vacuolo contendo Brucella

CAM = macrofagos ativados classicamente
DAB = 3, 3’-diaminobenzidina

DC = células dendriticas

d.p.i = dias pds infeccdo

h.p.i. = horas pés infeccdo

HE = hematoxilina e eosina

ID = intradérmica

IFN = interferon

Ig = imunoglobulina

IL = interleucina

IM = intramuscualar

IP = intraperitoneal

IV = intravenosa

LPS = lipopolissacarideo

MAL = adaptador MyD88

MOI = multiplicidade de infeccdo

NCBI = National Center for Biotechnology Information
NLRs = Nod-like receptors

OIE = Organizacdo Mundial de Saude Animal
Omp = proteinas de membrana externa
PAMPs = padrfes moleculares associados a patégenos
PBS = tampdo fosfato-salino

PCR = reagdo da polimerase em cadeia

PPARYy = intracellular receptor peroxisome proliferator-activated receptor y

PRB14 = proteina recombinante de Brucella

PRISMA = Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses criteria

PVDF = membranas de polyvinylidene difluoride
RER = reticulo endoplasmatico rugoso

RPMI = meio Roswell Park Memorial Institute
SC = subcuténea

SDS-PAGE = gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sodio

SFB = soro fetal bovino

T4SS = sistema de secregdo tipo IV
TIR = Toll/interleukin-1 receptor

TLRs = Toll-like receptors

TNF = fator de necrose tumoral alfa
TSA = agar triptona de soja

UFC = unidades formadoras de colbnias
UPR = unfold protein response

WT = wild type
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Resumo

Brucelose é uma das principais doengas infecciosas de carater zoonético que resulta em significativas
perdas econdmicas para animais de producdo. O controle e a prevencdo da brucelose animal sdo em
grande parte baseados na vacinagdo com cepas vivas atenuadas. Inicialmente, foram realizados estudos de
meta-analise do campo de vacinologia de Brucella no camundongo e hospedeiros naturais preferenciais,
com objetivo de avaliar de forma temporal o indice de protecdo de diferentes categorias vacinais e a
influéncia de diversas varidveis na protecdo vacinal. A meta-andlise no modelo murino estudou 117
publicacdes de vacinas experimentais indexadas no PubMed, totalizando 782 experimentos analisados,
gue demonstraram na andlise temporal que ndo houve melhoria dos indices de protecdo ao longo das
Gltimas trés décadas. O modelo de meta-regressdo desenvolvido, incluiu as categorias de vacinas
(atenuada, DNA, inativada, mutante, subunidade e vetorizada) considerando o indice de protecdo como a
variavel dependente e os outros parametros (linhagem de camundongo, via de vacinagdo, nimero de
vacinacBes, uso de adjuvante, desafio com espécies de Brucella) como varidveis independentes. As
vacinas de subunidades e vetorizadas proporcionaram indices de protecdo significativamente menores
quando comparados com vacinas atenuadas. Outras variaveis influenciaram positivamente o indice de
protecdo, tais como duas imunizac@es e desafio com B. melitensis, B. ovis e B. suis, por outro lado, o uso
de adjuvante ndo teve efeito significativo no indice de prote¢do. O estudo de meta-analise em hospedeiros
naturais, avaliou 45 publicacfes indexadas no PubMed e Scopus, representando 116 experimentos
individuais. Adotou-se como medida de protecdo, o valor de diferenca de risco, calculado baseado na
prevencdo de abortos e infecgdo em drgdos de animais imunizados e ndo imunizados. A andlise temporal
neste estudo demonstrou que ndo houve melhorias na prote¢do vacinal nas Gltimas décadas. O modelo de
meta-regressdo desenvolvido para os hospedeiros naturais, incluiu as categorias de vacinas (atenuada,
inativada, mutante, subunidade e vetorizadas), considerando o valor de diferenga de risco como a variavel
dependente. Algumas varidveis demonstraram influenciar a prote¢do vacinal, sendo a via de vacinagdo
subcutanea significativamente mais protetiva do que a via intramuscular e oral, além da via subcutanea ter
proporcionado maior valor de diferenga de risco que a via conjuntival, quando utilizada no desafio. As
vacinas de subunidades proporcionaram significativamente menor protecdo, enquanto que as vacinas
inativadas foram mais protetivas que as vacinas atenuadas. Foi desenvolvido um estudo avaliando a cepa
mutante B. ovis AabcBA como potencial vetor de multiplos epitopos de Brucella preditos de células T.
Este estudo avaliou a expressdo in vitro da expressdo de uma proteina quimérica recombinante na cepa
vetorial, analisando o perfil de atenuacdo em macréfagos e camundongos, e sua eficacia protetiva contra
diferentes espécies virulentas de Brucella. A cepa B. ovis AabcBA demonstrou ser um promissor vetor
vacinal, sendo capaz de expressar a proteina quimérica recombinante PRB14 e manter o perfil de
atenuacdo. Sendo assim, a cepa B. ovis AabcBA PRB14 induziu protecéo contra o desafio com patégeno
B. ovis, entretanto, ndo demonstrou protecdo contra desafio experimental com B. abortus e B. suis. Com o
objetivo de avaliar o papel isolado da PRB14 de induzir resposta imune protetiva contra a infeccdo por
Brucella em camundongos BALB/c, finalmente produzimos essa proteina quimérica em E. coli e a
utilizamos como antigeno vacinal associado a adjuvante de Freud. No entanto, esta proteina ndo se
mostrou protetiva contra a infec¢do por B. abortus, B. ovis e B. suis em camundongos.

PALAVRAS-CHAVE: vacina, Brucella, camundongo, hospedeiros naturais, proteina quimérica, vetor,
mutante.

16



Abstract

Brucellosis is one of the major zoonotic infectious diseases that results in significant economic losses for
animal’s production. The control and prevention of animal brucellosis are largely based on vaccination
with live attenuated strains. Initially, meta-analysis studies were conducted addressing the subject of
Brucella vaccinology in mice and preferred natural hosts, aiming to evaluate the protection index of
different vaccine categories and the influence of several variables on vaccine protection. The meta-
analysis in the murine model studied 117 publications of experimental vaccines indexed in PubMed, in
total 782 experiments analyzed, which demonstrated in the temporal analysis that there was no
improvement in protection indexes over the last three decades. The meta-regression model developed
included the categories of vaccines (attenuated, DNA, inactivated, mutant, subunit and vector)
considering the protection index as the dependent variable and the other parameters (mouse lineage,
vaccination route, number of vaccinations, use of adjuvant, challenge with Brucella species) as
independent variables. Subunit and vectorized vaccines provided significantly lower protection rates
when compared to attenuated vaccines, and other variables positively influenced the protection index,
such as two immunizations and challenge with B. melitensis, B. ovis and B. suis, on the other hand, the
use of adjuvant had no significant effect on the protection index. The meta-analysis study in natural hosts
evaluated 45 publications indexed in PubMed and Scopus, representing 116 individual experiments. The
value of risk difference, calculated based on the prevention of abortions and infection in organs of
immunized and non-immunized animals, was adopted as a protection measure. The temporal analysis in
this study demonstrated that there were no improvements in vaccine protection in the last decades. The
meta-regression model developed for the natural hosts included the vaccine categories (attenuated,
inactivated, mutant, subunit and vectorized) considering the value of risk difference as the dependent
variable, and some variables demonstrated to influence vaccine protection, such as the subcutaneous route
of vaccination was significantly more protective than the intramuscular and oral route, and the
subcutaneous route provided a higher risk difference value than the conjunctival route when used in the
challenge. Subunit vaccines provided significantly less protection, while inactivated vaccines were more
protective than attenuated vaccines. A study was carried out evaluating the mutant strain B. ovis AabcBA
as a potential vector of multiple predicted T cell epitopes. This study evaluated the expression in vitro of
the expression of a recombinant chimeric protein in the vector strain by analyzing the attenuation profile
in macrophages and mice, and their protective efficacy against different virulent Brucella species. B. ovis
AabcBA strain was shown to be a promising vaccine vector, capable of expressing the recombinant
chimeric protein and maintaining the attenuation profile. Therefore, the B. ovis AabcBA PRB14 strain
induced protection against the challenge with B. ovis, however, did not demonstrate protection against
experimental challenge with B. abortus and B. suis. In order to evaluate the role of PRB14 in inducing a
protective immune response against Brucella infection in BALB/c mice, we finally produced this
chimeric protein in E. coli and used it as a vaccine antigen associated with Freud's adjuvant. However,
this protein was not shown to be protective against B. abortus, B. ovis and B. suis infection in mice.

KEY-WORDS: vaccine, Brucella, mouse, natural hosts, chimeric protein, vector, mutant.
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CAPITULO |

1. REVISAO DE LITERATURA

1.1 INTRODUGAO GERAL

A brucelose é uma doenga infecciosa e zoonética, de distribuicdo mundial (Pappas et al., 2006),
caracterizada por abortos em animais de producdo e importantes perdas econdmicas (Santos et al., 2013),
assim, a vacinagdo de animais susceptiveis é importante para o controle dessa infecgdo.

O controle de brucelose em animais é usualmente feito realizando a administracdo de cepas vivas
atenuadas, para bovinos tem se adotado o uso de Brucella abortus S19 e B. abortus RB51, enquanto que
para pequenos ruminantes a vacina B. melitensis Rev. 1. A vacina Rev. 1 ndo tem o uso permitido em
paises livres de B. melitensis, incluindo o Brasil (Cheville et al., 1992; Schurig et al., 2002; Corbel, 2006).
Essas vacinas possuem muitas desvantagens, sendo patogénicas para 0 homem e promovem aborto em
animais gestantes (Corbel, 2006), desta forma, alternativas mais seguras estdo sendo estudadas e
avaliadas no modelo experimental murino e hospedeiros naturais.

Com o objetivo de estudar o campo da vacinologia de Brucella, dois amplos estudos foram realizados,
inicialmente com vacinas experimentais testadas em camundongos (Capitulo I1), avaliando de forma
temporal o indice de protecdo de diferentes categorias vacinais, que demonstrou indices de protecdo
estaveis ao longo dos Gltimos 30 anos. Além disso, este estudo possibilitou avaliar a influéncia de
variaveis independentes, como linhagem de camundongo, via de vacinacdo e desafio, espécies de
Brucella utilizada no desafio, na eficicia da protecdo vacinal. Apesar do camundongo ser amplamente
utilizado como modelo para estudo de infecgdo e resposta protetiva contra Brucella (Silva et al., 2011a),
os resultados desta meta-analise demonstraram que a correlacéo entre o indice de protecdo no modelo
murino e protecdo na espécie hospedeira natural ndo esta clara para a maioria das vacinas experimentais.

Assim, buscando estudar o desenvolvimento de vacinas contra Brucella spp. em hospedeiros naturais
(Capitulo 111), foi realizado um novo estudo de meta-anélise, avaliando vacinas experimentais testadas
principalmente em bovinos, ovinos, caprinos, nos Ultimos quarenta anos. Este estudo demonstrou que
estas vacinas tém proporcionado niveis de protecdo estiveis, e que as vacinas de cepas inativadas
proporcionam melhor protegao.

Finalmente, a aquisicdo de conhecimentos em vacinologia contra Brucella, possibilitou o
desenvolvimento de uma abordagem inovadora baseada na utilizagdo de multiplos epitopos de células T
expressos em uma cepa mutante atenuada B. ovis AabcBA (Capitulo 1V) e também a producdo de uma
proteina quimérica recombinante em Eschericia coli (Capitulo V). Este estudo demonstrou que B. ovis
AabcBA é um potencial vetor vacinal, sendo capaz de expressar a proteina quimérica recombinante,
porém a mesma proteina recombinante ndo demonstrou protecdo contra a infecgdo por B. abortus, B. ovis
e B. suis em camundongos.

1.2 O GENERO Brucella

Brucella spp., sdo bactérias intracelulares facultativas, Gram-negativas, pertencentes a classe das a-2-
Proteobacterias (Acha e Szyfres, 2001; Corbel, 2006; Nene e Kole, 2009). O género Brucella é
constituido por seis principais espécies: B. abortus (hospedeiro natural: bovino); B. melitensis (caprinos);
B. ovis (ovinos); B. suis (suinos); B. canis (caes) e B. neotomae (ratos do deserto) (Corbel, 1997). Ainda,
espécies como B. pinnipedialis e B. ceti foram isoladas de mamiferos marinhos (Foster et al., 2007), B.
microti isolada de ratazana Microtus arvalis (Verger et al., 1987; Scholz et al., 2008), B. inopinata de
implante maméario (Scholz et al., 2010), B. papionis em babuinos (Whatmore et al., 2014) e B. vulpis de
raposas (red foxer) (Scholz et al., 2016). Uma nova espécie foi isolada de reservatorios anfibios
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(Pyxicephalus edulis) (Soler-Lloréns et al., 2016) (Litoria caerulea) (Whatmore et al., 2015). H& grande
similaridade genética interespécies, com aproximadamente, 94% de similaridade entre elas. Entretanto,
algumas variacdes em seu genoma sdo associadas as diferencas fenotipicas e de predilecdo por
hospedeiros naturais (Perkins et al., 2010).

Espécies de Brucella tém potencial zoon6tico varidvel, dentre elas B. melitensis é a mais patogénica para
0 homem, sendo necessarios apenas de 1 a 10 organismos para infeccdo. B. abortus e B. suis tém
potencial zoonético intermediario e B. canis menor capacidade de infectar o homem. Por outro lado, B.
ovis ndo é considerada patogénica para 0 homem (Young, 1983; Godfroid et al., 2005; Xavier et al., 2009
e 2010). B. neotomae tem sido tradicionalmente considerada apatogénica para o homen. Contudo, tal
conceito tem sido modificado devido ao relato de isolamento de B. neotomae no fluido cérebro-espinhal
de dois pacientes com neurobrucelose (Suarez-Esquivel et al., 2017).

Ainda, as cinco espécies classicas de Brucella podem ser divididas de acordo com a composi¢do do
lipopolissacarideo (LPS), sendo que as espécies lisas (B. abortus, B. suis e B. melitensis) possuem o
lipidio A hidrofébico ligado a uma camada de oligossacarideo e associado a cadeia de polissacarideo O
de seu LPS, enquanto nas espécies rugosas (B. canis e B. ovis) na auséncia da cadeia de polissacarideo O
(Lapaque et al., 2006).

1.3 BRUCELOSE

A brucelose bovina resulta em perdas econdmicas muito significativas (Santos et al., 2013), associadas a
aborto e infertilidade (Xavier et al., 2009; Carvalho Neta et al., 2010; Poester et al., 2013). Dados
epidemioldgicos demonstram que a doenca atinge aproximadamente 90% do rebanho brasileiro, com
perdas econdmicas estimadas em aproximadamente R$ 892 milhGes (Santos et al., 2013).

A principal via de infecgdo para o hospedeiro natural referente & B. abortus e B. melitensis é oral,
podendo infectar também por via respiratoria e venérea (Mense et al., 2001; Paixdo et al., 2009). Dada a
facilidade de dispersdo por aerosol e alto potencial patogénico, Brucella spp. é considerado um potencial
agente de bioterrorismo (Santos et al., 2005). A infec¢do ocorre pelo contato com Brucella spp. por meio
de inalacdo ou ingestdo das bactérias presentes em fomites contaminados por exsudatos infectados,
provenientes de placenta, glandula mamaria e epididimo de animais infectados. Em seres humanos, a
infeccdo esté relacionada ao consumo de produtos lacteos ndo pasteurizados (Corbel, 2006; Xavier et al.,
2009; Carvalho Neta et al., 2010), e infeccdo acidental por meio de manipulacdo de cepas vacinais vivas
atenuadas ou cepas virulentas em laboratorio (Young, 1983; Corbel, 1997). As principais complicagdes
da infeccdo no ser humano sdo osteomielites, artrites, espondilites, neurobrucelose e endocardite
(Rajapakse, 1995; Pendela et al., 2017), além de existir também um tropismo de Brucella por érgdos
genitais no homem, causando epididimite e orquite e em mulheres pode infectar a placenta, entretanto, o
aborto é raro (Anderson et al., 1986; Queipo-Ortufio et al., 2006).

A transmissao venérea é importante na infecg¢do por B. ovis, tendo as fémeas ovinas um papel relevante na
infeccdo de machos (Brown et al., 1973; Xavier et al., 2010). Embora, a via venérea para B. abortus néo
seja a via mais importante em bovinos, a infecgdo pode ocorrer quando sémen infectado é utilizada na
inseminacao artificial (Rankin, 1965).

A manifestacdo clinica da brucelose é fortemente dependente da espécie de Brucella e do hospedeiro
(Xavier et al., 2009 e 2010). B. ovis causa epididimite crénica em carneiros (Carvalho Junior et al., 2012),
e ocasionais abortos em feméas com aumento da mortalidade perinatal (Ficapal et al., 1998). Na infeccéo
por B. abortus, os sinais clinicos mais frequentes nas vacas sdo o abortamento no ultimo trimestre de
gestagdo, natimortos, nascimento de bezerros fracos, placentite necrotizante e retencdo placentaria que
podem ocasionar infertilidade temporéria ou permanente das vacas infectadas (Xavier et al., 2009;
Carvalho Neta et al., 2010). Em touros B. abortus causa usualmente epididimite, orquite e artrites (Corbel
et al., 2006). A infeccdo por B. canis em fémeas caninas esté relacionada com altas taxas de mortalidade
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perinatal (Tgnnessen et al., 2012). B. melitensis causa aborto no terco final de gestacdo em cabras,
enquanto em suinos B. suis promove infeccdo sistémica, resultando em falhas reprodutivas (Poester et al.,
2013).

No periodo gestacional o sistema imune adaptativo é suprimido, diminuindo a resposta imune celular,
principalmente reducdo da resposta Thl (Weinberg, 1987; Wegmann et al., 1993; Raghupathy, 1997). O
estagio de imunossupressdo gestacional previne a fetal rejeicdo pela mde, porém torna o organismo
materno mais susceptivel a infecges (Sano et al., 1986; Krishnan et al., 1996). As células trofoblasticas
sdo alvo da infeccdo por B. abortus em vacas, e é conhecido que B. abortus suprime mediadores pro-
inflamatorios em células trofoblasticas durante o inicio da infeccdo. Sendo que, posteriormente, ha
expressdo desses mediadores, tanto in vitro como in vivo (Poester et al., 2013; Carvalho Neta et al., 2008).
Samartino e Enright (1992), estudando explantes de membrana corion-alantoide, observaram uma maior
taxa de replicacdo bacteriana em tecido placentario gestacional tardio comparado a tecido placentario de
inicio de gestacdo. N&o se sabem os mecanismos envolvidos no aumento da susceptibilidade da infeccéo
em vacas no final de gestacdo, entretanto, hipotetiza-se que as altas concentragdes de eritritol no Utero
possam determinar o tropismo da bactéria e, subsequentemente, sua intensa multiplicacédo (Keppie et al.,
1965). Embora essa hipdtese carece de comprovacdo experimental (Poester et al., 2013), alguns estudos
sugerem peculiaridades no metabolismo dos 6rgdos reprodutores que sdo importantes para o fornecimento
de nutrientes com papel proeminente no metabolismo de Brucella, incluindo eritritol, lactato, glicerol e
glutamato (Jacques et al., 2007; Wu et al., 2015; Letesson et al., 2017).

Nas infeccGes em vacas gestantes, a lesdo é primariamente em placentomas, sendo que a bactéria se
multiplica preferencialmente em trofoblastos, promovendo placentite, morte fetal e aborto (Enright, 1990;
Corbel et al., 2006). Microscopicamente, no quadro agudo tem-se uma placentite necrética ou
fibrinonecrética, caracterizada por infiltrado neutrofilico associado a grande quantidade de bactérias no
interior de macroéfagos e células trofoblasticas e extracelular (Xavier et al., 2009).

Avaliando o papel da placenta na infec¢do por B. abortus em camundongos, Kim et al. (2005) observaram
altas taxas de carga bacteriana em placentas de fetos abortados. A bactéria foi identificada em células
trofoblasticas gigantes e neutrofilos, além disso, maior carga bacteriana foi observada na placenta,
comparada a baco, figado, pulméo e rim. Este estudo demonstrou ainda que o sistema de secregdo tipo IV
(T4SS) nédo esté envolvido no processo de aborto.

AlteracGes reprodutivas em fémeas com brucelose, principalmente o aborto, podem estar relacionadas ao
estresse do reticulo endoplasmatico (RER) nas células do hospedeiro, correlacionado com alteragbes na
placenta, incluindo seu desenvolvimento, restricdo do crescimento fetal e diminuicdo na secrecdo de
progesterona. O aumento na expressao de enzimas esteroidogénicas (Park et al., 2014; Yang et al., 2015;
Wang et al., 2016), esta relacionado ao estresse e morte fetal (Sutherland e Searson, 1990). O aumento da
expressao de genes codificadores de enzimas esteroidogénicas (CYP19AI e HSD4B) foi demonstrado na
infecgdo in vitro com cepa vacinal B. suis S2 em células trofoblasticas de cabras apds 48 horas da
infeccdo, comprovando o aumento de sintese de estrégeno durante a infec¢do (Wang et al., 2016).

A brucelose crbnica tende a causar maiores danos aos tecidos, devido a maior persisténcia da bactéria,
promovendo uma resposta inflamatéria que danifica o tecido inflamado incessantemente (Baldi e
Giambartolomei, 2013). Granulomas resultam de uma resposta crénica a antigenos de Brucella, sendo B.
abortus a espécie que causa com maior frequéncia granulomas hepéticos (Williams e Crossley, 1982;
Aygen et al., 1998). Além do figado, B. abortus causa granulomas multifocais no baco e linfonodos de
humanos e roedores, 2 a 3 semanas pos-infeccao (Enright, 1990), porém a infeccdo em camundongos com
cepa B. abortus mutante com perda funcional de T4SS ndo causa formacdo de microgranulomas no bago,
atribuindo ao T4SS fator importante na formacéo de lesdes granulomatosas (Rolan et al., 2009).
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1.4 RESPOSTA IMUNOLOGICA INATA CONTRA BRUCELLA spp. E FATORES DE VIRULENCIA

Durante a infeccdo, a bactéria passa pelo ambiente extracelular, no qual Brucella tem contato com
componentes bactericidas, incluindo anticorpos, complemento, granulos de leucécitos e antibiéticos. Por
outro lado, a bactéria precisa infectar células e para isso, é necessario sobreviver aos mecanismos
celulares de destruicdo de microrganismos. Assim, alguns mecanismos genéticos sdo ativados e
desativados, em resposta ao ambiente em que Brucella se encontra, para promover a sobrevivéncia e
evasdo do sistema imune (Sola-Landa et al., 1998).

Brucella spp. internaliza-se nas células epiteliais das mucosas, por mecanismos dependentes de receptores
de superficie que desencadeiam reorganizacdo do citoesqueleto celular do hospedeiro (Rossetti et al.,
2012). Brucella spp. consegue inibir os mecanismos bactericidas de neutréfilos, incluindo a inibigdo da
degranulacdo, por meio da liberagdo de purinas (Canning et al., 1986; Smith e Ficht, 1990). A bactéria €
endocitada por macréfagos e células dendriticas, onde se localiza em um vacuolo especial, vactolo
contendo Brucella (BCV), que interage inicialmente com endossomos. Posteriormente este escapa da
interacdo dos compartimentos endociticos e lisossémicos, 0 que permite que o BCV interaja com o
reticulo endoplasmaético rugoso, local onde ocorre sua multiplicacio (Pizarro-Cerda et al., 1998; Méresse
et al., 1999; Delrue et al., 2001).

A bactéria tem como aspecto chave de viruléncia a capacidade de sobreviver dentro de células fagociticas
e ndo fagociticas do hospedeiro (Pizarro-Cerda et al., 1998; Delrue et al., 2001). Sabe-se que B. abortus
expressa alguns fatores de viruléncia que permitem sua sobrevivéncia intracelular em macréfagos e
células dendriticas, escapando do reconhecimento do sistema imunolégico inato e adaptativo e
alcangando seu nicho replicativo (Haag et al., 2010).

Brucella estimula uma resposta imune inata, sendo uma resposta ndo especifica (Ko e Splitter, 2003).
Esta interacdo inicial de Brucella com a resposta imune inata do hospedeiro promove a eliminacgéo de
grande quantidade de bactérias, devido a atuacdo de neutrdfilos, principalmente por meio da atividade de
mieloperoxidases e sistema complemento (Ficht e Rice-Ficht, 2012). A resposta imune inata é essencial
na fase inicial da infeccdo, promovendo reconhecimento, eliminagdo do patdgeno e controle da doenga.
Os mecanismos de reconhecimento de bactérias presentes no hospedeiro envolvendo o sistema imune
inato incluem os receptores de reconhecimento de padrdes moleculares de patdgenos, presentes em
membrana de células, denominados TLRs (do inglés Toll-like receptors) ou NLRs (do inglés Nod-like
receptors) localizados no citosol. Esses receptores sdo capazes de distinguir os padrées moleculares
associados a patégenos (PAMPs), que incluem LPS, lipoproteinas, flagelina, entre outros, promovendo
resposta inflamatoria inicial (Hoebe et al., 2004). Para Brucella, a atividade agonista dos PAMPs é baixa
e ndo resulta em resposta inflamatdria de elevada intensidade (Roux et al., 2007).

Apos a infecgdo, ocorre um periodo de incubacdo até a manifestagdo dos sintomas ou sinais clinicos,
sendo descrito entre duas a quatro semanas no homem. Tal caracteristica pode ser explicada pelo fato de
que Brucella spp. utiliza mecanismos ativos e passivos que impedem o reconhecimento pelo sistema
imune inato por receptores Toll-like (TLRs) e receptores do tipo Nod (NLRs), promovendo a persisténcia
da bactéria no organismo e infec¢do cronica (Iwasaki e Medzhitov, 2004; Byndloss e Tsolis, 2016).

A flagelina de Brucella tem a caracteristica de ser desprovida de um dominio essencial para o
reconhecimento de TLR5 (Andersen-Nissen et al., 2005), porém, foi demonstrado que o receptor
citosolico (NLRC4) é capaz de detectar a flagelina e contribuir para o controle da infeccdo em
camundongos (Terwagne et al., 2013). Assim, apesar de Brucella spp. ser uma bactéria Gram-negativa, o
seu ndo reconhecimento por TLR4 e TLR5 impede que o sistema imune do hospedeiro monte uma
adequada resposta imune inata contra a infeccdo (Tsolis et al., 2008).

Outra estratégia que permite que Brucella ndo seja reconhecida pelo sistema imune inato, é a sintese de
Btp1/BtpA por B. abortus e TcpB por B. melintensis, que sdo proteinas que contém um dominio de TIR
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(do inglés Toll/interleukin-1 receptor), conhecidos por degradarem o adaptador MyD88, que é necessario
para sinalizacdo de TLR2 e TLR4, além de outros TLRs, com excecdo do TLR3. Consequentemente, ndo
ocorre maturacdo de células dendriticas e producdo de citocinas prdinflamatorias (Salcedo et al., 2008;
Cirl et al., 2008; Sengupta et al., 2010).

O estabelecimento da infecgdo cronica depende da sobrevivéncia e replicagdo intracelular bacteriana.
Sabe-se que cepas rugosas de Brucella induzem apoptose em macréfagos infectados, entretanto cepas
lisas sdo capazes de inibir a morte celular via apoptose e se replicam dentro de macréfagos (Tolomeo et
al., 2003; He et al., 2006). Cepas lisas de B. abortus e B. suis inibem a apoptose controlando a
permeabilidade mitocondrial, a liberacdo do citocromo ¢ e ndo induzem assim a ativacdo de caspase 2
(Chen e He, 2009). No entanto, cepas rugosas resultam na ativacéo de apoptose ocorrem por liberacdo de
citocromo c e ativacdo de caspase 2 (Pei et al., 2014).

Além disso, o LPS de Brucella é conhecido como ndo classico, por ser fraco agonista de TLR4 e, por
isso, baixa endotoxidade comparada ao LPS de E. coli (Goldstein et al., 1992; Moriyon, 2003). Este LPS
tem papel conhecido em induzir a liberacdo de intermediarios reativos de oxigénio e de nitrogénio,
potentes bactericidas e secrecdo de citocinas, principalmente interferon alfa (IFN-a) e fator de necrose
tumoral (TNF) (Jiang e Baldwin, 1993; Jiang et al., 1993; Baldwin et al., 1993). Entretanto, sabe-se que o
LPS de B. abortus induz pouca liberacdo de intermediarios de nitrogénio, secrecdo de lisozimas e
explosdo respiratoria (Riley e Robertson, 1984; Rasool et al., 1992).

E atribuido ao LPS de cepas lisas de Brucella o importante papel como fator de viruléncia, o que é
comprovado baseando-se em observacdo de mutantes rugosos derivados de cepas lisas, com perfil
fortemente atenuado em macréfagos em cultivo celular e in vivo (Fernandez-Prata et al., 2001; Rittig et
al., 2003). A atenuacéo é explicada principalmente pela cadeia O de LPS ser importante para invasao e
protecdo contra diversos mecanismos de defesa do hospedeiro, incluindo apoptose, metabodlitos de
radicais livres de oxigénio e lise celular mediada por complemento (Joiner, 1985; Stinavage et al., 1989;
Porte et al., 2003; Fernandez-Prada et al., 2003; Carvalho Neta et al., 2010). Jiménez de Bagués et al.
(2004) estudaram a capacidade de invasdo de cepas rugosas e lisas em macréfagos, e observaram maior
entrada de cepas mutantes rugosas, comparada a cepas selvagens lisas (WT, do inglés wild type), fato
atribuido possivelmente, a exposicdo de ligantes em cepas rugosas e que estariam escondidos pela cadeia
O em cepas lisas, 0 que pode proporcionar maior adesdo de cepas rugosas de Brucella aos macr6fagos
(Detilleux et al., 1990; Rittig et al., 2003). Entretanto, as cepas mutantes com auséncia de polissacarideo
O sdo rapidamente eliminadas em camundongos experimentalmente infectados (Gonzalez et al., 2008). O
papel de invasdo celular e potencial imunogénico é também atribuido as proteinas de membrana externa
(Omp) de Brucella spp., intimamente associadas a peptideoglicanos da parede celular (Vizcaino et al.,
1996; Rossetti et al., 2009). Nas cepas lisas de Brucella spp., as Omp estdo menos expostas aos
anticorpos, devido a cadeia longa O de LPS, comparadas as cepas rugosas (Bowden et al., 1995).

Microrganismos patogénicos como Brucella, tém mecanismos que evitam o reconhecimento pelo sistema
complemento, tais como o antigeno O em seu LPS possuir a caracteristica de ser mais resistente a
deposicdo de componentes do complemento (C3) (Hoffmann e Houle, 1983; Lapaqueet al., 2006). A
deposicdo de C3 promove a clivagem de C3a e Cb5a e ativacdo de TLRs com producdo de citocinas
préinflamatorias (Zhang et al., 2007; Wilson et al., 2011). Assim, a morte extracelular de cepas de
Brucella rugosas é atribuida a maior ocorréncia de lise celular mediada por sistema complemento
(Fernandez-Prada et al., 2001). Apds ativacdo do sistema complemento, iniciam-se 0s mecanismos de
defesa contra 0 microrganismo, compostos por deposicdo de proteinas na superficie microbiana, com
caracteristicas de opsoninas (C1q, C3b ou iC3b e C4b), que permitem o reconhecimento do patégeno por
células fagociticas e consequentemente, a formacao de complexo de ataque a membrana (MAC ou C5b-9)
gue levam a lise microbiana (Tomlinson, 1993; Jack et al., 1998; Fernandez-Prada et al., 2001).

O sistema de secrecdo tipo IV (T4SS) é um fator de viruléncia, codificado pelos genes virB1 — virB12,
que permite a bactéria a secrecdo de complexos nucleoproteicos ou proteinas, sendo importante para a
sobrevivéncia intracelular de Brucella, trafego bacteriano para o vactolo de replicacdo intracelular e
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essencial para o estabelecimento de infec¢do cronica (O’Callaghan et al., 1999; Delrue et al., 2001; den
Hartigh et al., 2004; Myeni et al., 2013). Roux et al. (2007) avaliaram B. melitensis e B. abortus em
infeccdo no baco, e mostraram que T4SS é o fator chave de sinalizacdo para o sistema imunoldgico do
hospedeiro.

Durante a infeccdo em macr6fagos ocorre a indugdo do promotor de virB (Boschiroli et al., 2002; Sieira et
al., 2004). Mutantes de B. melitensis com dele¢do de genes do operon virB so incapazes de excluir
marcadores lisossomais (LAMP-1) em macréfagos. Desta forma, ndo alcangam o vacuolo de replicagdo
intracelular, consequentemente ndo permitindo a multiplicagdo bacteriana. Entretanto, sabe-se que os
mutantes do operon virB sdo capazes de evitar a fusdo com lisossomos em até 48 horas ap0s a infecgdo, o
gue permite sua sobrevivéncia até esse periodo (Delrue et al., 2001).

Tais Brucella mutantes de virB sdo atenuados em modelo murino (Lestrate et al., 2000). A expressao
intracelular de virB tem sido demonstrada como importante para a evasdo da fusdo de lisossomos com o
vacUolo contendo Brucella e a ocorréncia da associagdo ao reticulo endoplasmatico (Comereci et al., 2001;
Delrue et al., 2001; Celli et al., 2003; Celli et al., 2005). Além disso, o T4SS codificado pelo operon virB
atua no controle de maturagio do BCV, tornando-o uma organela permissiva para replicagéo (Delrue et
al., 2001; Comerci et al., 2001).

O T4SS codifidaco por virB atua na indugdo de genes do hospedeiro envolvidos na resposta inflamatéria
e imunidade. Cepas de mutantes com perda funcional de T4SS ndo induzem a expressao de tais genes
(Roux et al., 2007). Assim, camundongos infectados intraperitonealmente com B. melitensis, respondem
em 2-3 dias com produgdo de IFN-y por células T CD4* e NK (Copin et al., 2007; Rolan e Tsolis, 2008).
Mutantes de virB ndo sdo capazes de estimular a producdo de IFN-y, com a mesma carga bacteriana,
quando comparado a B. melitensis WT (Rolan e Tsolis, 2008). A redugdo da persisténcia bacteriana de
mutantes, associada a reducédo do nivel de producdo de IFN-y, estdo envolvidas na mudanca de isotipos de
IgG observado nos dois grupos de camundongos ap6s a infecgdo por B. abortus. O grupo infectado com
B. abortus produziu mais IgG2 que o grupo infectado com mutantes de virB, indicando a importancia do
T4SS na inducéo de producédo de IFN-y e polarizagdo de Th1 no hospedeiro (Tsolis e O"Callaghan, 2012).

O sistema regulatério de dois componentes BvrR/BvrS controla a expressdo de genes em resposta ao
ambiente, atuando na regulacio da expressio de Omps. E constituido por BvrR, uma proteina
citoplasmética e BvrS, uma proteina hemodimérica ligada a membrana celular (Guzmén-Verri et al.,
2002). Assim, BvrR/BvrS é outro importante fator de viruléncia de Brucella, sendo que as cepas mutantes
BvrR/BvrS sdo atenuadas e ndo replicam em macrofagos ou células epiteliais (Sola-Landa et al., 1998;
Lopez-Goiii et al., 2002). Estudo com microscopia confocal mostrou que mutantes de BvrS sdo incapazes
de invadir a célula do hospedeiro, por ndo estimular o recrutamento de GTPase, necessario para que
ocorra a polimerizacdo de actina (Guzman-Verri et al., 2002). Tais cepas mutantes sdo incapazes de
inibir a fusdo com os lisossomos, levando a sua rapida destruigdo, o que permite sua rapida eliminacéo do
organismo em camundongos, em menos de 12 horas (Sola-Landa et al., 1998).

1.5 RESPOSTA IMUNE PROTETORA CONTRA BRUCELLA spp.

A protecdo imunoldgica contra a infeccdo por Brucella envolve a produgédo de citocinas pro-inflamatéria,
que incluem IFN-y e TNF-o e ativagdo de macrofagos, linfocitos CD4* e CD8* e células dendriticas
(Brandao et al., 2012). A protecdo contra Brucella é mediada principalmente por resposta imune Thi,
tendo o IFN-y a capacidade de estimular os macréfagos para eliminar as bactérias (Zhan e Cheers, 1993).
Porém, o IFN-y tem importante papel na indu¢do de aborto na infec¢do por B. abortus em camundongos
gestantes (Kim et al., 2005). Kim et al. (2005) demonstraram a ocorréncia de aborto em camundongos
gestantes quando a produgéo de IFN-y foi induzida na infec¢do por B. abortus, entretanto, o aborto foi
prevenido quando se neutralizou o IFN-y com uso de anticorpo anti-IFN- y administrado antes da
infecgdo. Sabe-se que o IFN-y é capaz de inibir o desenvolvimento de células trofoblasticas, provando
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falhas das funcdes celulares e consequentemente, falhas na implantacdo, desenvolvimento da placenta e
aborto (Ain et al., 2003).

Em camundongos, IFN-y é importante para o controle da replicacdo de Brucella (Fernandes e Baldwin,
1995; Sathiyaseelan et al., 2006). Camundongos deficientes de IFN-y desenvolvem uma infecgdo
exacerbada por B. abortus (Murphy et al., 2001). Desta forma, camundongos BALB/c recebendo IFN-y
recombinante adicional antes e durante a infeccdo por B. abortus, apresentaram reducdo do nimero de
bactérias recuperadas do bago e peso do 6rgdo, comparado ao grupo controle, apds sete dias de infeccéo
(Stevens et al., 1992). Macrdfagos cultivados in vitro e tratados com IFN-y foram capazes de inibir o
crescimento de B. abortus (Jones e Winter, 1992; Jiang e Baldwin, 1993). Além disso, estudo com
camundongos recebendo tratamento com anticorpo monoclonal neutralizante para IFN-y mostrou
aumento na contagem bacteriana no figado e baco, em comparacdo aos controles, uma semana ap6s a
infeccdo (Zhan e Cheers, 1993). Zhan e Cheers (1993) também demonstraram que os camundongos
BALB/c sdo mais susceptiveis a infeccdo, quando comparados a C57BL/6, sendo estes Gltimos mais
resistentes e capazes de produzir uma resposta com IFN-y constante durante as seis primeiras semanas
apos a infeccdo. Entretanto, o perfil em BALB/c foi uma resposta inicial elevada de producdo de IFN-y na
primeira semana apo6s infec¢do, mas essa producdo foi ausente na terceira semana, e retorna a produgdo
na sexta semana. Camundongos C57BL/6 deficientes de IFN-y ndo resistem a infec¢ao por Brucella e
morrem, comprovando o papel do IFN-y na resisténcia a infec¢ao (Murphy et al., 2001).

As citocinas sdo mediadores sollveis que induzem a ativacdo de resposta celular, incluindo a IL-12 e o
TNF-a. S80 produzidas principalmente por macr6fagos e conhecidas por promover resisténcia a infec¢do
bacteriana intracelular, sendo que a deplecdo dessas duas citocinas resulta em exacerbacdo da infeccéo e
aumento da carga bacteriana apés a infec¢do (Zhan e Cheers, 1995; Zhan et al., 1996). A infec¢do por B.
abortus induz as células apresentadoras de antigeno a produzir interleucina 12 (IL-12) que é responsavel
pela diferenciacéo de linfdcitos ThO em Th1l, o que produzem IFN-y e resulta na ativacdo de macréfagos
(Zhan e Cheers, 1993; Murphy et al., 2001).

Zhan et al. (1996) observaram que camundongos com deplecdo de TNF-a ndo aprensentaram alteragdo
significativa na producdo de IFN-y, enquanto que a deplecdo de IL-12 refletiu em menor producdo de
IFN-y por linfocitos T esplénicos, demonstrando que IL-12 é um potente indutor de resposta Th1. Estudos
in vitro demonstraram que essa ativacao seja capaz de intensificar a producao de intermedidrios reativos
de oxigénio (Jiang et al., 1993) e producdo de TNF-o. em macrofagos infectados (Zhan e Cheers, 1995;
Zhan et al., 1996; Copin et al., 2007; Rolan e Tsolis, 2008).

Brucella spp. utiliza estratégias que permitem modular a resposta pré-inflamatéria do hospedeiro e assim,
se manter-se no hospedeiro por longos periodos, como pré-requisito para estabelecer uma infecgdo
cronica (Byndloss e Tsolis, 2016). Resisténcia a patdgenos intracelulares facultativos, incluindo Brucella
spp., envolve ativacdo de linfocitos T e ativagdo de macr6fagos do hospedeiro, com o objetivo de eliminar
0 microrganismo (Zhan et al., 1996).

IL-10 produzida por linfécitos CD4* tipo 2 (Th2), linfécitos B, neutrofilos, macrofagos e algumas células
dendriticas, tem efeito principal de inibir a sintese de citocinas como IFN- y e I1L-12 e proliferacdo de
células Thl (Fiorentino et al., 1991; Fernandes e Baldwin, 1995; Saraiva e O’Garra, 2010). A resposta
com IL-10 é atribuida como um mecanismo do hospedeiro para controlar respostas imunes intensas em
infecgdes e consequentemente minimizar o dano tecidual (Saraiva e O’Garra, 2010).

Fernandes e Baldwin (1995) estudaram o bloqueio in vivo com anticorpo anti-IL-10 e observaram
diminuigdo da carga bacteriana no bago de camundongos, uma semana apds infeccdo, comprovando que
IL-10 favorece a infecgdo por Brucella no periodo inicial. Isto é explicado devido a auséncia de 1L-10
causar 0 aumento de secregdo e expressdo de citocinas prd-inflamatorias, como IL-6, TNF-o e IFN-y
(Xavier et al., 2013a).

24



Acredita-se que as células CD8" sdo fundamentais para o controle da infeccdo por Brucella (Oliveira e
Splitter, 1995; Baldwin e Goenka, 2006). Hu et al. (2010) demonstraram que o bloqueio de células CD4",
com o uso de anticorpo, em camundongos, ndo afetou a protecdo imunoldgica vacinal, enquanto que a
auséncia de células CD8* resultou em comprometimento da resposta imune.

Subpopulacdes de macréfagos presentes no bago de camundongos sdo distintamente diferentes na fase
aguda e cronica da infeccdo. Na fase aguda, encontram-se os chamados macrofagos ativados
classicamente (CAM) com o perfil de alta capacidade pré-inflamatéria e bactericida, com alta producéo
de IFN-y, o que permite a diminui¢do da carga bacteriana no baco (Mosser e Edwards, 2008; Xavier et
al., 2013b). A resposta cronica a infeccdo por Brucella tem sido também atribuida a interagdo de Brucella
com subpopulac6es de macréfagos que favorecem a replicagdo bacteriana (Byndloss e Tsolis, 2016). Na
fase cronica, com auséncia de IFN- vy e estimulo de IL-4 e IL-13, tem-se o predominio de macréfagos ndo
inflamatorios ativados alternativamente (AAM) pela ativagdo da via de sinalizacdo STAT6. Esta via é
importante para expressdo e ativagdo dos PPARy (do inglés intracellular receptor peroxisome
proliferator-activated receptor y), receptores nucleares que ativam os genes ligados a via de p-oxidacéo,
que gera energia por meio de oxidagdo de acidos graxos, consequentemente, tem o acimulo de glicose
intracelular, que é utilizada por Brucella para replicagdo in vitro e in vivo. Assim, os AAM sdo mais
permissivos a sobrevivéncia e replicagdo de Brucella. Enquanto, nos CAM a energia é obtida pela
glicélise anaerdbica, com consumo de grande quantidade de glicose intracelular (Xavier et al., 2013b).

Em infecgdes por Brucella, ocorre a producdo de imunoglobulinas, fato ja bem conhecido em hospedeiros
naturais e seres humanos. Essa resposta humoral tem papel importante nos estagios iniciais de infeccéo,
relacionada com a opsonizagdo da bactéria, consequentemente promove a rapida entrada de Brucella em
mondcitos e macrofagos (Gross et al., 1998; Arenas et al., 2000). Entretanto, ndo existem evidéncias que
correlacionem a resposta humoral com a resolucdo da infecgdo (Hoffman e Houle, 1995; Eze et al., 2000
Roop et al., 2004). Em camundongos, a transferéncia passiva de soro, contendo anticorpos anti-LPS e
anti-oligopolissacarideo especificos sugere um papel importante na imunidade humoral na infeccdo por
Brucella, pois os protegeram contra a infeccdo por B. abortus (Montaraz et al., 1986; Perkins et al.,
2010). Resultados tém sugerido que altas taxas de anticorpos evitam a lise mediada por complemento e
promovem a entrada da bactéria em fagdcitos, podendo aumentar a infeccdo (Bellaire et al., 2005). De
fato, a sorologia realizada em seres humanos e animais apresenta niveis elevados de 1gG é considerada
apenas um indicador de infeccdo por Brucella (Vendrell et al.,, 1992), os isotipos de anticorpos
predominantemente detectados em camundongos e bovinos sdo 1gG2a e 1gG3.

1.6 VACINAS CONTRA BRUCELOSE

Vacinacdo é uma forma importante de prevencdo de inimeras doencas com carater relevante em salde
publica nos Gltimos dois séculos (Plotkin, 2009). Os programas oficiais de controle e erradicacdo de
brucelose preconizam o uso de vacinas com cepas vivas atenuadas (Olsen e Stoffregen, 2005), visando
reduzir o nimero de animais susceptiveis, e 0 sucesso desses programas esté relacionado com a eficacia
da vacina utilizada (Dorneles et al., 2015). Para o controle de B. abortus nos bovinos, utilizam-se as cepas
vacinais B. abortus S19 e B. abortus RB51, enquanto que, para pequenos ruminantes, a cepa B. melitensis
Rev.1 (Corbel, 2006). Embora promovam boa protecdo, essas vacinas possuem algumas desvantagens,
como ser patogénicas para 0 homem, causar aborto quando utilizadas em fémeas prenhas, e as cepas lisas
B. abortus S19 e B. melitensis Rev.1 interferem nos testes soroldgicos (Schurig et al., 1991; Cheville et
al., 1992; Vemulapalli et al., 2002; Elzer et al., 2002; Dorneles et al., 2015). B. melitensis Rev. 1, quando
utilizada por via conjuntival, minimiza a interferéncia nos testes sorologicos (Olsen e Stoffregen, 2005).

B. abortus S19 é uma cepa lisa naturalmente atenuada, que promove 65-75% de protegdo em bovinos
vacinados, sendo a mais comum cepa vacinal utilizada na prevencdo de brucelose bovina por varias
décadas (Elzer et al., 2002; Dorneles et al., 2015). J& a cepa rugosa vacinal RB51 foi gerada por meio de
multiplas passagens em cultura contendo baixas concentracdes de rifampicina (Schurig et al., 1991). A
prote¢do promovida por vacinas de cepas rugosas (RB51) € menor que a obtida com cepas lisas (S19 e
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Rev-1), porém, a cepa vacinal RB51 é segura para vacinacdo de fémeas gestantes, mas pode causar
brucelose sistémica em seres humanos acidentalmente infectados e bovinos machos imunizados (Schurig
etal., 1991; Tobias et al., 1992; Ashford et al., 2004). A cepa viva atenuada Rev.1 derivada da cepa 16M
é utilizada para prevenir a infeccdo por B. melitensis em caprinos e ovinos em diversos paises (Corbel,
2006; Avila-Calderon et al., 2013). Tem como desvantagem ser resistente a estreptomicina, principal
antibiético utilizado no tratamento de brucelose humana e seu uso nao é permitido em paises livres de B.
melitensis, incluindo o Brasil (Alton et al., 1967; Schurig et al., 2002).

Na China, adota-se a vacina B. melitensis M5-90, derivada da cepa virulenta B. melitensis M28, para a
protecdo de caprinos e ovinos contra brucelose (Zhang et al., 2016). Na Federacdo Russa, a vacina
amplamente utilizada é a cepa viva de Brucella abortus 82 para controle de brucelose bovina, com alta
imunogenicidade, fraca resposta nos testes de aglutinagéo, garantindo menor interferéncia nos testes de
diagndstico, além de ter baixa patogenicidade para o ser humano (lvanov et al., 2011).

Embora muitas doengas de grande importancia para o homem tenham sido controladas e erradicadas,
outras ainda necessitam de maior conhecimento de patogénese e resposta imunoldgica, como é o caso de
brucelose, o que possibilitard desenvolver vacinas mais eficazes (Rappuoli, 2007). Atualmente,
objetivando desenvolver uma vacina protetora para brucelose humana, numerosos estudos tem sido
realizados para entender os mecanismos de imunidade protetora de Brucella no modelo murino (Perkins e
Smither, 2010; Fu et al., 2012; Ghasemi et al., 2014; Carvalho et al., 2016) e também nos hospedeiros
naturais (Olsen et al., 2015; Nol et al., 2016).

A vacinologia reversa tem sido utilizada com uma importante ferramenta moderna capaz de predizer in
silico antigenos de Brucella com propriedades imunogénicas, capazes de promover resposta humoral e
celular com producéo de citocinas de resposta Thl, Th2 e Th17 (Gomez et al., 2013), permitindo o estudo
de novas vacinas de Brucella (Vishnu et al., 2015).

A aquisicdo de conhecimentos gendmicos, protedmicos, tecnologias em vacina e técnicas de DNA
recombinante tem possibilitado um nimero crescente de pesquisas com vacinas mais seguras (Escalona et
al., 2017), entretanto, apenas alguns antigenos isolados demonstram imunidade protetora importante in
vivo (Abkar et al., 2015; Jain et al., 2014). Sabe-se que as respostas imunoldgicas do tipo Thl contra a
infeccdo de Brucella sdo melhores estimuladas por vacinas de cepas vivas atenuadas ou cepas mutantes
(Carvalho et al., 2016).

A identificacdo de antigenos proteicos de Brucella tem permitido o estudo desses antigenos como vacinas
de subunidades, tendo numerosas vacinas relacionadas a proteinas de membrana externa (Omp) que
induzem protecdo relevante em camundongos (Pasquevich et al. 2009; Goel e Bhatnagar, 2012; Goel et
al., 2013). Sabe-se que em termos de eficiéncia protetiva, as vacinas de subunidades e de DNA sdo
inferiores as vacinas comerciais vivas atenuadas (Tabynov et al., 2014).

A mais nova abordagem no campo de vacinologia de Brucella é a utilizacdo de multiplos epitopos no
desing de vacinas de DNA (Yin et al., 2016; Golshani et al., 2018), embora, a aplicacdo de diversos
epitopos de células T tem demonstrado indice de protecéo insatisfatorio em camundongos (Afley et al.,
2015).

1.7 MODELO MURINO PARA AVALIACAO DE VACINAS EXPERIMENTAIS

Apesar de brucelose ser uma doenca infecciosa que acomete pequenos ruminantes e grandes animais,
usualmente utiliza-se como modelo animal para estudo preliminar de prote¢do vacinal, resposta imune e
patogenicidade o camundongo (Silva et al., 2011b). O camundongo é um bom modelo animal, por ser um
animal pequeno, o custo é menor e sdo rotineiramente criados e manipulados para tal (Perkins et al.,
2010). Os camundongos nao apresentam manifestagdes clinicas da doenca, assim a avaliacdo de protecdo
¢ avaliada através da reducdo da carga bacteriana, em unidades formadoras de col6nias (UFC) de
Brucella no baco apds desafio com cepa bacteriana virulenta (Organizagdo Mundial de Saude, OIE).
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Desta forma, a medida preconizada é conhecida como indice de Protecdo, que ¢ a subtracdo do UFC no
baco entre os camundongos ndo imunizados e os imunizados (lannino et al., 2015).

A OIE padronizou a infeccdo de camundongos para avaliacdo da vacina S19, assim, recomenda-se a
utilizacdo de seis camundongos fémeas linhagem CD1, com idade entre cinco e sete semanas e
selecionadas aleatoriamente. Camundongos vacinados subcutaneamente com a cepa B. abortus S19,
desafiados apds trinta dias com cepa B. abortus 544 e eutanasiados ap6s quinze dias do desafio. A
qualidade vacinal é considerada satisfatéria quando existir >2 Log de UFC de diferenca entre
camundongos ndo vacinados e vacinados com S19 (OIE, 2016). O indice de Protecdo é uma forma de
avaliar a imunogenicidade de uma vacina, através da capacidade de proteger os animais contra a infecgao
com cepa virulenta. Experimentos realizados com uma nova candidata a vacina devem incluir um grupo
ndo vacinado e um grupo vacinado com cepa viva atenuada de referéncia (Perkins et al., 2010).

1.8 B. ovis AabcBA COMO VETOR

B. ovis é uma espécie ndo zoondtica, que induz infecgdo cronica em ovinos (Poster et al., 2013),
caracterizada por epididimite, orquite e vesiculite em machos e, ocasionalmente, abortos em fémeas e
natimorto (Thoen et al., 1993; Carvalho Junior et al., 2012).

No estudo do genoma completo de B. ovis identificou-se uma ilha de patogenicidade no cromossomo |1
ausente em outras espécies classicas de Brucella (Tsolis et al., 2009), posteriormente denominada
Brucella ovis pathogenicity island 1 (BOPI-1) (Silva et al., 2011a). Alguns genes pertencentes a BOPI-1
estdo relacionados a patogénese, incluindo o sistema transportador ABC (BOVA0504-BOVA0500,
abcEDCBA) (Tsolis et al., 2009; Silva et al., 2011a).

A mutante B. ovis AabcBA com 1 dia pds-infeccdo é atenuada no bago e figado de camundongos
BALB/c, e que ndo sobrevive por 24 horas pds-infeccdo em macrdfagos, sugerindo que o sistema
transportador ABC seja importante para sobrevivéncia intracelular de B. ovis nas fases iniciais da
infeccdo (Silva et al., 2011a). Sabe-se que proteinas do ABC transportador sdo requeridas para transporte
de ferro, absorcdo de nutrientes e excre¢do de toxinas e antibiéticos (Ko e Splitter, 2000; Danese et al.,
2004). Assim, a delecdo de proteinas desse sistema resulta em reducdo da viruléncia bacteriana, o que é
vantajoso para a utilizacdo dessa cepa como potencial candidata a vacina. B. ovis possui grande nimero
de pseudogenes na regido codificadora do sistema ABC e consequentemente baixo nUmero de
transportadores ABC funcionais (Tsolis et al., 2009; Jenner et al., 2009), assim a dele¢cdo de um Unico
gene funcional do sistema ABC permite avaliar seu papel na patogenicidade (Silva et al., 2014). Os genes
deletados em B. ovis AabcBA demonstraram ser requeridos para expressdo de proteinas de viruléncia,
incluindo superdxido dismutase Cu—-Zn (SOD), Omp31 e T4SS (Silva et al., 2014).

B. ovis AabcBA apresentou significativa atenuacéo in vitro em linhagens de células de macréfagos RAW,
células HelLa (Silva et al., 2011a) e macréfagos de linhagem primaria de ovinos (Macedo et al., 2015),
além de atenuacdo em camundongos (Silva et al., 2011a; Silva et al., 2015a) e ovinos (Silva et al., 2013;
Silva et al., 2015b). Ovinos imunizados com essa cepa mutante ndo eliminaram no sémen e urina a cepa
selvagem apds desafio (Silva et al., 2013). Devido seu perfil fortemente atenuado e baixa persiténcia
durante a infeccdo in vivo, adotou-se o processo de encapsulamento que conseguiu reverter tal
caracteristica, proporcionando maior persisténcia no hospedeiro. Além disso, B. ovis AabcBA induziu
prote¢cdo, com reducdo da carga bacteriana recuperada de lesGes no bago e figado de camundongos
BALB/c e C57BL/6 desafiados com B. ovis WT (Silva et al., 2015a). Resultados semelhantes foram
encontrados no estudo de protecdo com ovinos, hospedeiro natural de B. ovis, demonstrando que a
imunizacdo com B. ovis AabcBA encapsulada protegeu os animais contra a infeccdo, o desenvolvimento
de alterag0es clinicas e alteragdes macroscopicas e microscdpicas (Silva et al., 2015b).

B. ovis AabcBA, por ser uma espécie de Brucella ndo zoonética, permite sua utilizagdo segura em
diversos hospedeiros sem causar brucelose. Além disso, por ter demonstrado eficiéncia na infeccdo de
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diferentes tipos de células, poderia ser utilizada como um potencial vetor vivo vacinal, capaz de carrear
antigenos de Brucella. Vetores virais e bacterianos ndo patogénicos, geneticamente modificados e
carreando antigenos bacterianos, sdo uma alternativa segura para o desenvolvimento de vacinas para
brucelose (Tabynov et al., 2014). Séo utilizados como vetores de antigenos de Brucella alguns
microrganismos, como Escherichia coli (lannino et al., 2015), Ochrobactrum anthropi (He et al., 2002),
virus Semliki Forest (Cabrera et al., 2009), Yersinia enterocolitica (Al-Mariri et al., 2002) e Salmonella
(Lalsiamthara e Lee, 2017).
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CAPITULO Il

Meta-analise e o avango no desenvolvimento vacinal contra a brucelose?

1. INTRODUCAO

A brucelose é uma doenca bacteriana zoonética que resulta em, aproximadamente, meio milhdo de novos
casos de infeccBes em seres humanos anualmente (Pappas, 2010). A doenca é causada por diferentes
espécies de Brucella, que sdo bactérias Gram-negativas intracelulares facultativas que pertencem a
familia Proteobacteriacea a-2 (Cheers, 1984; Corbel, 2006). Pacientes humanos com brucelose
desenvolvem sintomas inespecificos, incluindo febre ondulante, e a doenga pode progredir para
endocardite, artrite, osteomielite, entre outras manifesta¢cdes clinicas menos comuns (Boschiroli et al.,
2001). Em bovinos, a brucelose € caracterizada por aborto e infertilidade (Xavier et al., 2009; Carvalho
Neta et al., 2010; Poester et al., 2013). Portanto, a brucelose bovina resulta em perdas econémicas muito
significativas (Cascio et al., 2011; Santos et al., 2013).

O controle e a prevencdo da brucelose animal sdo em grande parte baseados na vacinagdo. Portanto, nas
décadas passadas, tem havido um intenso esforco de pesquisa para tornar mais seguras e mais eficazes as
vacinas contra a brucelose (Nicoletti, 1990; Schurig et al., 2002; Corbel, 2006; Avila-Calderén et al.,
2013). A vacinacdo animal contra a brucelose é baseada principalmente em vacinas vivas atenuadas
(Avila-Calderén et al., 2013), incluindo B. abortus S19, B. abortus RB51 e B. melitensis Rev.1 (Corbel,
2006; Schurig et al., 2002; Nicoletti, 1984), enquanto Brucella abortus S19 é muitas vezes considerada o
padréo ouro para o desenvolvimento de vacinas (lannino et al., 2015). No entanto, essas cepas de vacinas
vivas atenuadas tém algumas desvantagens significativas, incluindo potencial patogénico para seres
humanos, inducdo de aborto em animais, eliminacdo no leite e interferéncia com testes soroldgicos no
caso de estirpes LPS lisas (Moriyon et al., 2004; Corbel, 2006). Além disso, essas cepas de vacinas
tradicionais tém seu uso restrito em ruminantes, enquanto que 0s suinos, 0s camelos ou 0s animais
selvagens ndo sdo protegidos.

Tradicionalmente, as vacinas vivas atenuadas tém o uso e eficacia muito mais amplos do que as
formulagBes de vacinas inativadas (Avila-Calderon et al., 2013; Todd et al., 2013). Nos Gltimos anos,
houve um aumento do ndmero de estudos sobre abordagens alternativas para a imunizagdo contra
brucelose, incluindo vacinas de subunidades recombinantes utilizando proteinas superficiais ou
intracelulares de Brucella spp. (Oliveira e Splitter, 1996; Velikovsky et al., 2003; Bhattacharjee et al.,
2006; Olsen, 2013). Varias proteinas de Brucella foram utilizadas como imundgenos para formulacfes de
vacinas de subunidades experimentais, incluindo proteinas de membrana externa, como: Omp16, Omp19,
Omp31, Omp28 e Omp25 (Estein et al., 2003; Pasquevich et al., 2009; Kaushik et al., 2010; Goel e
Bhatnagar, 2012), proteina ribossomal L7 / L12 (Oliveira e Splitter, 1996; Golshani et al., 2015), Cu-Zn
superoxido dismutase (Singha et al., 2011), a proteina citoplasmatica p39 (Al-Mariri et al., 2001),
lumazina sintetase BLS (Cassataro et al., 2007), entre outras. Além disso, vacinas experimentais de DNA
(Liljeqvist e Stahl, 1999; Cassataro et al., 2007), bem como vacinas vetorizadas usando vetores de entrega
como Salmonella enterica sorotipo Typhimurium (Onate et al., 1999), Escherichia coli (Harms et al.,
2009), Yersinia enterocolitica (Al-Mariri et al., 2002), Lactococcus lactis (Saez et al., 2012) e o virus
influenza (Tabynov et al., 2014) tem sido estudados cada vez mais. Superexpressao dos antigenos de
Brucella em cepas de vacina atenuadas também tem sido avaliada experimentalmente (Vemulapalli et al.,
2000). No entanto, essas novas abordagens ainda ndo resultaram na geracdo de vacinas comercialmente
disponiveis.

Devido as limitacdes dos procedimentos experimentais envolvendo os hospedeiros naturais, uma vez que
é caro e demorado, o camundongo tem sido amplamente utilizado como um modelo experimental para o

! Capitulo publicado na Plos One (Carvalho et al., 2016). Anexo I.
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desenvolvimento de vacinas contra a brucelose (Moriyon et al., 2004). O modelo de camundongo é
adequado para estudar a patogénese, resposta imune do hospedeiro e protecdo vacinal (Baldwin e Parent,
2002; Silva et al., 2011b). No entanto, protocolos experimentais para avaliar a eficacia da vacina usando
este modelo animal ndo sdo padronizados, 0 que gera resultados que muitas vezes ndo sdo reprodutiveis
(Miranda et al., 2015). BALB/c é a linhagem de camundongo mais utilizada, embora outras estirpes
também tenham sido utilizadas para experiéncias de vacinas, como CD1, C57BL/6, OF1, 129/Sv, Swiss
e, “mixed/outbred” (Todd et al., 2013). A eficacia da vacina é avaliada com base em desafio experimental
com uma cepa de Brucella de tipo selvagem patogénica apds imunizagdo, e quantificacdo de bactérias de
tipo selvagem em 6rgédos alvos, particularmente o bago (OIE, 2008).

Apesar de todo o esfor¢o de pesquisa para o desenvolvimento de novas vacinas contra a brucelose, ndo
esta claro se essas novas tecnologias de vacinas serdo, de fato, ferramentas amplamente utilizadas para
prevenir brucelose. Portanto, o objetivo deste estudo foi realizar uma meta-analise para identificar
parametros que influenciam a eficacia da vacina, bem como uma analise descritiva sobre como o campo
de vacinologia de Brucella estd avancando em relacdo ao tipo de vacina, melhoria da prote¢do em
modelos animais ao longo do tempo e fatores que podem afetar a protecdo no modelo de camundongo.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 FONTE DE DADOS

Os dados foram recuperados de publica¢des indexadas no PubMed até 15 de fevereiro de 2016, usando as
seguintes combinagdes de termos: (i) "Brucella™ e "vacina™; (ii) "Brucella" e "vacina" e "camundongos";
ou (iii) "Brucella" e "vacina" e "camundongos” e "desafio”. A lista de publicagbes foi entdo
desambiguada manualmente. Apenas artigos com o modelo de camundongos foram incluidos neste
estudo. Um critério importante para a inclusdo foi que o artigo indicasse o indice de protecdo ou
fornecesse os dados originais que nos permitissem calcular o indice. Por defini¢do, o indice de prote¢do
refere-se a diferenca do nimero de log de unidades formadoras de colénias (UFC) no bago de
camundongos naive e vacinados. Somente os artigos publicados em inglés foram incluidos neste estudo.
Além disso, artigos com dados insuficientes - ou seja, auséncia de indicacdo de nimero de animais por
grupo, auséncia de valores de UFC com seu desvio padrdo e auséncia de controles ndo vacinados - ndo
foram incluidos neste estudo.

2.2 OBTENCAO DE DADOS

Este estudo foi realizado de acordo com os critérios do Relatorio Preferencial de Itens para Revisdes
Sistematicas e Meta-Analises (PRISMA). Os dados foram obtidos de cada grupo experimental individual
em uma determinada publicacdo. Esses dados foram agrupados de acordo com a categoria de vacina
experimental testada, incluindo: (i) cepas vivas atenuadas, (ii) vacinas de DNA; (iii) vacinas inativadas;
(iv) cepas mutantes atenuadas; (v) vacinas de subunidades; e (vi) vacinas de vetor. Parametros extraidos
de cada experimento individual e considerados para analise incluiam ano de publicacdo, espécies de
vacinas (no caso de vacinas vivas), indice de prote¢do, linhagem de camundongo, varidveis relacionadas a
vacinacao (via, dose, nimero de injecBes e adjuvante), variaveis relacionadas ao desafio (espécies de
Brucella e cepa, via, e intervalo em dias entre desafio e amostragem), as espécies de vetores foram
consideradas no caso de vacinas vetorizadas.

Anélise de regressao linear foi realizada considerando o ano de publicacéo e o indice de protecdo, para
todos os experimentos ou agrupados de acordo com a categoria de vacina. Além disso, a influéncia de
cada parametro (categoria de vacina, linhagem de camundongo, via de vacinacdo e desafio, nimero de
imunizacdo, adjuvantes, espécies de desafio e intervalo entre desafio e eutanasia) no indice de protecéo.
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2.3 TRANSFORMAGAO DE DADOS E ANALISE DE META-REGRESSAO

Valores arbitrarios foram atribuidos a dados qualitativos. Por exemplo, valores de 0 a 5, sendo "0" para
vacinas atenuadas; "1" para vacinas de DNA; "2" para vacinas inativadas; "3" para vacina de cepas
mutantes; "4" para vacinas de subunidades; e "5" para vacinas de vetores. Da mesma forma, os valores
foram atribuidos as linhagens de camundongo, as vias de vacinacdo e desafio, 0 uso de adjuvante, as
espécies de Brucella spp. usadas para desafio e ndmeros de vacinagGes, aplicando o valor zero a
referéncia e valores integrais crescentes para as outras categorias. O intervalo entre desafio e a eutanasia
foi analisado como dados quantitativos lineares.

O coeficiente de variacdo, o erro padrdo e os intervalos de confianca foram calculados para cada
experimento incluido neste estudo.

2.4 ANALISE ESTATISTICA

A andlise foi conduzida inicialmente com uma estimativa de meta-anélise de efeitos aleat6rios com um
teste de heterogeneidade. Se o teste de heterogeneidade fosse significativo (valor de p inferior a 0,05),
provavelmente seria significativo porque existem diferentes tipos de estudo com diferentes tipos de
vacinas, é necessario trabalhar usando uma meta-regressao para verificar qual fator tem efeito positivo ou
negativo sobre o indice de protecéo.

A conducdo da meta-regressao usou as duas primeiras varidveis independentes, uma sendo sempre o tipo
de vacina com o objetivo de controlar o efeito da segunda variavel independente. Nesta "meta-regressdo
univariada controlada" foi realizada a verificagdo da associagdo de varidveis independentes, como
linhagem de camundongo, via de vacinacdo, nimero de vacinagdes, uso de adjuvante, espécies de
Brucella usadas para desafio, via de desafio, intervalo entre desafio e eutanasia; e a variavel dependente,
indice de Protecdo. As variaveis independentes com os valores de p inferiores a 0,200 foram selecionadas
para o préximo passo da analise de meta-regressdo multivariada. A meta-regressdo multivariada foi
realizada usando o indice de Protecdo como a variavel dependente, e todas as outras que foram
selecionadas na univariada controlada como varidvel independente. O modelo multivariado foi conduzido
em uma abordagem para trds, mas nesse caso a exclusdo foi feita manualmente para entender como a
remocdo de uma variavel ndo significativa afetaria as demais varidveis. O programa estatistico utilizado
foi o Stata (Statacorp, Texas, EUA).

Esta abordagem de meta-regressdo permitiu atribuir um determinado peso para cada experimento
individual com base em seu erro padrdo. Portanto, uma analise de meta-regressdo multipla foi realizada,
incluindo todos os parametros juntos, gerando um modelo final de meta-regressdo. Valores de p <0,05
foram considerados estatisticamente significativos e foram mantidos no modelo final.

3. RESULTADOS

3.1 PESQUISA DE LITERATURA E CARACTERISTICAS DO ESTUDO

Um total de 117 artigos (Anexo I1) e dados de 782 experimentos individuais foram incluidos neste estudo.
Os critérios para inclusdo neste estudo sdo detalhados na Figura 2.1 Um total de 117 publicacdes que
atendem aos critérios foram selecionadas para a inclusdo neste estudo. Assim, um total de 782
experimentos individuais foram analisados. Dados brutos extraidos de todas as 117 publicacOes e cada
experimento individual sdo demonstrados na Tabela Suplementar
(https://www.dropbox.com/s/xpjd2qugs231gij/raw%20data%20Tatiane%201.xIsx?dI=0).
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Figura 2.1. Fluxograma que descreve a sele¢do de artigos para inclusdo na meta-analise.

3.2 PROTECAO CONTRA BRUCELLA spp. INDUZIDA POR DIFERENTES CATEGORIAS DE
VACINAS EM CAMUNDONGOS - ESTATISTICA DESCRITIVA

Atualmente, as vacinas de subunidades experimentais concentram a maioria dos esforcos de pesquisa no
campo da vacinologia de Brucella, uma vez que esta categoria de vacina representou 36,7%, seguida de
vacinas de cepas atenuadas, que correspondiam a 28,26% de todos os experimentos. As outras categorias
de vacinas experimentais representam 13,04%, 8,69%, 8,43% e 4,9%, no caso de mutantes, DNA, vacinas
inativadas e com vetores, respectivamente. Além disso, as proteinas que foram mais frequentemente
usadas como vacinas de subunidades incluiam: fragdes de LPS (n = 44), L7/L12 (n = 31), HS (n = 27),
Omp19 (n = 22), Omp31 (n = 20), Omp16 (n = 17), Omp25 (n = 8), BLS (n = 8), SOD (n = 6), P39 (n =
6), BRF (n = 6), Omp28 (n = 5) e urease (n = 4).

Algumas categorias de vacinas foram estabelecidas anteriormente, enquanto outros tipos de vacinas
surgiram ao longo deste estudo (1986-2016) como demonstrado na Figura 2.2. No final da década de
1980 (1986-1990), houve apenas experimentos com vacinas atenuadas e subunidades. Vacinas inativadas
apareceram entre 1991 e 1995, enquanto abordagens de vacinas mais diversas foram desenvolvidas e
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estudadas a partir de 2001. O periodo entre 2011 e 2016 incluiu 0 maior nimero de experimentos (n =
269) quando comparado aos outros intervalos, o que claramente indica um aumento de investimento em
tempo de pesquisa e recursos para o desenvolvimento de vacina contra a brucelose.
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Figura 2.2. Numero e porcentagem de experimentos para o desenvolvimento de vacina contra a brucelose
de acordo com o tipo de vacina ao longo do tempo. Os intervalos de tempo e o nimero correspondente de
experimentos foram: 1986-1990 (n = 73), 1991-1995 (n = 50), 1996-2000 (n = 13), 2001-2005 (n = 169),
2006-2010 (n = 208) e 2011-2016 (n = 269). Os numeros de experimentos para cada ponto de dados séo
indicados no gréfico.

Os dados de 782 experimentos previamente publicados foram agrupados de acordo com a categoria de
vacinas experimentais, nomeadas em atenuadas naturalmente, mutantes, inativadas, subunidades, DNA e
vacinas vetorizadas. Vacinas atenuadas (n = 221), inativadas (n = 66) e mutantes (n = 102) resultaram em
mediana de indice de prote¢do acima de 2, enquanto as vacinas de subunidade (n = 287), de DNA (n =
68) e vetorizada (n = 38) tiveram indices de prote¢do inferiores a 2 (Figura 2.3).
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Figura 2.3. indice de protecio obtido por diferentes categorias de candidatas vacinas experimentais
contra infeccdo por Brucella spp. Os valores indicam a mediana, segundo e terceiro quartis (box),
primeiro e quarto quartis (barras de erro). Outliers sdo indicados por pontos. Os indices médios de
protecdo foram baseados em 782 experimentos independentes. Os nlimeros de grupos experimentais por
categoria sdo indicados entre parénteses.
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3.3 PROTECAO OBTIDA POR VACINAS EXPERIMENTAIS DE BRUCELOSE AO LONGO DOS
ULTIMOS 30 ANOS

Para avaliar se os indices de protecdo melhoraram ao longo do tempo, uma analise de correlacdo foi
aplicada aos indices de protecdo e ao ano de publicacdo de cada experimento individual nos Gltimos 30
anos. Quando todas as categorias de vacinas experimentais sdo analisadas em conjunto, a linha de
tendéncia demonstra claramente que nao houve melhoria da prote¢do nos indices ao longo dos ultimos 30
anos, com baixo coeficiente linear negativo e ndo significativo (Figura 2.4). Durante este periodo de
tempo, os indices médios de protecdo das vacinas experimentais permaneceram estaveis e perto de 2 Log.
Observou-se uma tendéncia semelhante quando diferentes categorias de vacinas foram analisadas
separadamente (Figura 2.5), com excecdo das vacinas de DNA que apresentaram significancia estatistica
com coeficiente de correlacdo positivo (Figura 2.5B). No entanto, essa tendéncia para melhorar o indice
de protecéo ao longo do tempo no caso de vacinas de DNA reflete os indices de protecdo muito baixos
dos estudos iniciais em vez de altos indices de protecdo, uma vez que estudos mais recentes tém indice de
prote¢do que estavam em média abaixo de 2 Log (Figura 2.5).
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Figura 2.4. Regressdo linear do indice de protecdo ao longo do tempo para vacinas experimentais contra
Brucella spp. no modelo de camundongo. Todas as categorias de vacinas experimentais (cepas atenuadas,
n = 221; cepas mutantes atenuadas, n = 102; vacinas inativadas, n = 66; vacinas de subunidades, n = 287;
vacinas de DNA, n = 68; e vacinas vetorizadas, n = 38) foram incluidas nesta andlise, correspondendo a
782 experimentos individuais (r = -0.0038; r? = 0,09%; p = 0,4052).
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Figura 2.5. Regressdo linear do indice de protecdo ao longo do tempo de diferentes categorias de vacinas
experimentais contra Brucella spp. no modelo de camundongo. (A) cepas atenuadas (n = 221); (B)
vacinas de DNA (n = 68); (C) vacinas inativadas (n = 66); (D) cepas mutantes atenuadas (n = 102); (E)
vacinas de subunidades (n = 287); e (F) vacinas de vetores (n = 38). Os pontos indicam cada experimento
individual, com linhas de tendéncia solida e linhas pontilhadas indicando o intervalo de confiangca. Os
coeficientes lineares e os valores p sdo indicados em cada gréfico.

3.4 PARAMETROS QUE INFLUENCIAM A PROTECAO NO MODELO DE CAMUNDONGO —
ESTATISTICA DESCRITIVA

Uma analise estatistica descritiva foi realizada considerando o possivel efeito de varios parametros,
incluindo a linhagem de camundongo, a via de vacinagéo, 0 nimero de vacinagdo, as espécies de Brucella
usadas para o desafio experimental, a via de desafio e 0 uso de adjuvante, em indices de protecdo de
vacinas experimentais para Brucella. Observe que esta estatistica descritiva ndo leva em consideragdo o
peso de cada grupo experimental, com base no tamanho da amostra e erro padréo.
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Os indices de protecdo foram avaliados de acordo com as linhagens de camundongo, incluindo BALB/c,
Swiss, C57BL/6 e outros, utilizados em cada um dos 782 experimentos. Em média, os niveis mais altos
de protecdo foram observados em experimentos usando camundongos Swiss e suas variagdes, incluindo
Swiss albino e Swiss CD-1 outbreed (Figura 2.6A). BALB/c é a linhagem de camundongo mais usada
para experimentos de vacina de Brucella, correspondentes a 88,75% (694/782) de todos os experimentos
incluidos neste estudo. Em média, essa linhagem forneceu indices de protecdo mais baixos (1,7076),
guando comparados com camundongos Swiss (2,3791) ou outras linhagens (1,7293), mas superior a
C57BL/6, que forneceu os indices de protecdo mais baixos (1,296) (Figura 2.6), quando todas as
categorias de vacinas foram agrupadas. indices de protecdo obtidos por cada linhagem de camundongo de
acordo com a categoria de vacina (atenuada, DNA, inativada, mutante, subunidade e vetorizada) estdo
descritos em Figura 2.7.
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Figura 2.6. indices de protegdo de acordo com diferentes parametros. Todas as categorias de vacinas
experimentais foram analisadas em conjunto e agrupadas de acordo com: (A) as linhagens de
camundongo usadas em cada experimento individual; (B) via de vacinagdo; (C) nimero de vacinagGes;
(D) as espécies de Brucella spp. usadas para desafio experimental; (E) via de desafio; e (F) uso de
adjuvante. Os nimeros dos grupos experimentais para cada pardmetro sdo indicados entre parénteses.
Valores indicam a mediana, segundo e terceiro quartis (box), primeiro e quarto quartis (barras de erro).
Os outliers sdo indicados por pontos.
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Figura 2.7. indice de protecdo de acordo com a linhagem de camundongo experimentalmente utilizada
para diferentes categorias de vacinas experimentais contra infecgdo de Brucella spp. As categorias de
vacinas (cepas atenuadas, vacinas de DNA, vacinas inativadas, cepas atenuadas de mutantes, vacinas de
subunidades e vacinas vetorizadas) foram reagrupadas de acordo com a linhagem de camundongo
experimentalmente utilizada (BALB/c, C57BL/6, Swiss e outros). Vacinas atenuadas: BALB/c, n= 166;
C57BL/6, n=9; Swiss, n= 34, outras, n= 12. Vacinas de DNA: BALB/c, n= 67; C57BL/6, n= 1. Vacinas
inativadas: BALB/c, n= 60; Swiss, n= 6. Vacinas mutantes: BALB/c, n= 89; C57BL/6, n= 6; Swiss, n= 4,
outros, n= 3. Vacinas de subunidade: BALB/c, n=274; C57BL/6, n= 3; Swiss, n= 9, outras, n= 1. Vacinas
vetorizadas: BALB/c, n= 38. Os valores indicam a mediana, segundo e terceiro quartis (box), primeiro e
quarto quartis (barras de erro). Os outliers sdo indicados por pontos.

Diferentes vias de vacinagdo, ou seja, oral e intragastrica (ORAL/IG), intramuscular (IM), intraperitoneal
(IP), subcutanea (SC) e outras (intranasais, intraesplénicas, etc.) tiveram indice de protecdo semelhante
quando todas as categorias de vacinas foram analisadas em conjunto (Figura 2.6B). indices de protecio
obtidos por diferentes vias de vacinacdo de acordo com a categoria de vacina sdo detalhados em Figura
2.8.
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Figura 2.8. indice de protecio de acordo com a via de vacinagio para diferentes categorias de vacinas
experimentais de Brucella spp. As categorias de vacinas (cepas atenuadas, vacinas de DNA, vacinas
inativadas, cepas mutantes atenuadas, vacinas de subunidades e vacinas vetorizadas) foram reagrupadas
de acordo com a via de vacinacdo (intragastrica e oral, n = 81, intramuscular, n = 90, intraperitoneal, n =
355, subcutanea, n = 199, outras, n = 9). Vacinas atenuadas: intragastrica e oral, n = 12; intraperitoneal, n
= 119; subcuténea, n = 48. Vacinas de DNA: intramuscular, n = 62; outras, n = 4. Vacinas inativadas:
oral, n = 20; intraperitoneal, n = 19; subcutanea, n = 26; outras, n = 1. Vacinas mutantes: oral, n = 5;
intraperitoneal, n = 79; subcutanea, n = 14. Vacinas de subunidades: oral, n = 25; intramuscular, n = 28;
intraperitoneal, n = 119, outros, n = 4. Vacinas vetorizadas: oral, n = 19; intraperitoneal, n = 19. Os
valores indicam a mediana, segundo e terceiro quartis (box), primeiro e quarto quartis (barras de erro). Os
outliers sdo indicados por pontos.

O efeito do nimero de vacinagdes, i.e. Unica vacinagao vs multiplas (2, 3, 4 e 9 vacinagdes) em indices de
protecdo foram comparados agrupando todas as categorias de vacinas em conjunto. Interessantemente, as
vacinacdes Unicas proporcionaram o indice de protecdo mediano mais alto (Figura 2.6C). indice de
prote¢do obtidos por vacinagdes Unicas ou multiplas de acordo com cada categoria de vacina sdo descritos
em Figura 2.9.
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Figura 2.9. indice de protecdo de acordo com o numero de vacinagdes para diferentes categorias de
vacinas experimentais contra Brucella spp. As categorias de vacinas (cepas atenuadas, vacinas de DNA,
vacinas inativadas, cepas atenuadas de mutantes, vacinas de subunidades e vacinas vetorizadas) foram
reagrupadas de acordo com o ndmero de vacinagfes (1x, n = 394; 2x, n = 196; 3x, n = 111; 4x, n = 36;
9%, n = 2). Vacinas atenuadas: 1x, n = 211; 2x, n = 6; 4x, n = 1). Vacinas de DNA: 1x, n = 6; 2x, n = 2;
3%, n = 34; 4x, n = 26). Vacinas inativadas: 1x, n = 4; 2x, n = 13; 3x, n = 6; 4x, n = 3. Vacinas mutantes:
1x, n = 97; 3x, n = 1. Vacinas de subunidades: 1x, n = 32; 2x, n = 148; 3x, n = 68; 4x, n = 3. Vacinas
vetorizadas: 1x, n = 4; 2x, n = 27; 3x, n = 2; 4x, n = 3; 9%, n = 2. Os valores indicam a mediana, segundo
e terceiro quartis (box), primeiro e quarto quartis (barras de erro). Os outliers sdo indicados por pontos.

Desafios pds-vacinacdo com diferentes espécies de Brucella spp., foram comparados como: B. abortus, B.
canis, B. melitensis, B. ovis e B. suis. Uma variagdo acentuada nos indices de prote¢do foi observada
contra essas espécies virulentas de desafio, com quase dois logs de diferenca em indices de protegdo entre
os indices de prote¢do mais baixos e superiores. Desafio com B. suis resultou no indice de protecdo
mediano mais alto, quando todas as categorias de vacinas foram analisadas juntas (Figura 2.6D). indices
de protecdo obtidos por diferentes categorias de vacinas contra diferentes Brucella spp. esta descrito em
Figura 2.10.
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Figura 2.10. indice de protecdo de acordo com a espécie de desafio de Brucella spp. para diferentes
categorias de vacinas experimentais. As categorias de vacinas (cepas atenuadas, vacinas de DNA, vacinas
inativadas, cepas mutantes atenuadas, vacinas de subunidades e vacinas vetoriais) foram reagrupadas de
acordo com a espécie de Brucella spp. utilizadas para o desafio experimental (B. abortus, B. canis, B.
melitensis, B. ovis e B. suis). Vacinas atenuadas: B. abortus, n = 140; B. melitensis, n = 60; B. ovis, n =
12; B. suis, n = 9. Vacinas de DNA: B. abortus, n = 33; B. canis, n = 2; B. melitensis, n = 27; B. ovis, n =
6. Vacinas inativadas: B. abortus, n = 28; B. canis, n = 2; B. melitensis, n = 26; B. ovis, n = 7; B. suis, n =
3. Vacinas mutantes: B. abortus, n = 40; B. canis, n = 4; B. melitensis, n = 47; B. ovis, n = 11. Vacinas de
subunidades: B. abortus, n = 194; B. canis, n = 8; B. melitensis, n = 54; B. ovis, n = 31. Vacinas
vetorizadas: B. abortus, n = 29; B. melitensis, n = 9. Os valores indicam a mediana, segundo e terceiro
quartis (box), primeiro e quarto quartis (barras de erro). Os outliers sdo indicados por pontos.

O efeito da via de desafio no indice de protegdo também foi avaliado depois de analisar todas as
categorias de vacinas em conjunto. As medianas dos indices de prote¢do obtidos com desafio através de
diferentes vias, ou seja, oral e intragastrico (ORAL - IG), intraperitoneal (IP), outra (intranasal,
intraesplénica, etc.) e intravenosa (IV), foram bastante semelhantes (Figura 2.6E). indices de proteco
obtidos por diferentes vias de desafio de acordo com cada categoria de vacina sdo descritas em Figura
2.11.
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Figura 2.11. indice de protecdo de acordo com a via de desafio para diferentes categorias de vacinas
experimentais contra Brucella spp. As categorias de vacinas (cepas atenuadas, vacinas de DNA, vacinas
inativadas, cepas atenuadas de mutantes, vacinas de subunidades e vacinas vetorizadas) foram
reagrupadas de acordo com a via de desafio (oral e intragéstrica, n = 25; intraperitoneal, n = 587; outras, n
= 26, intravenosa, n = 131). Vacinas atenuadas: oral e intragastrica, n = 5; intraperitoneal, n = 185; outras,
n = 4; intravenosa, n = 23. Vacinas de DNA: oral e intragastrica, n = 1; intraperitoneal, n = 48;
intravenosa, n = 15. Vacinas inativadas: intraperitoneal, n = 35; outras, n = 14; intravenosa, n = 17.
Vacinas mutantes: oral e intragastrica, n = 1; intraperitoneal, n = 93; outras, n = 4. Vacinas de
subunidade: oral e intragastrica, n = 16; intraperitoneal, n = 191; outras n = 4; intravenosa, n = 75.
Vacinas vetorizadas: oral e intragastrica, n = 2; intraperitoneal, n = 35; intravenosa, n = 1. Os valores
indicam a mediana, segundo e terceiro quartis (box), primeiro e quarto quartis (barras de erro). Os outliers
sdo indicados por pontos.

Ao analisar todas as categorias de vacinas em conjunto, os indices de prote¢do obtidos por vacinas
experimentais com ou sem adjuvante foram semelhantes (Figura 2.6F). Importante que o uso de adjuvante
seja em grande parte restrito a algumas categorias de vacinas experimentais, conforme detalhado em
Figura 2.12.
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Figura 2.12 indice de protegdo de acordo com o uso de adjuvante para diferentes categorias de vacinas
experimentais contra Brucella spp. As categorias de vacinas (cepas atenuadas, vacinas de DNA, vacinas
inativadas, cepas mutantes atenuadas, vacinas de subunidades e vacinas vetorizadas) foram reagrupadas
de acordo com o uso ou ndo de adjuvante (ndo, n = 528; sim, n = 253). Vacinas atenuadas: ndo, n = 213;
sim, n = 7. Vacinas de DNA: ndo, n = 61; sim, n = 7. Vacinas inativadas: ndo, n = 44; sim, n = 22.
Vacinas mutantes: ndo, n = 96; sim, n = 6. Vacinas da subunidade: ndo, n = 84; sim, n = 203. Vacinas
vetorizadas: ndo, n = 30; sim, n = 8. Os valores indicam a mediana, segundo e terceiro quartis (box),
primeiro e quarto quartis (barras de erro). Os outliers sdo indicados por pontos.

3.5 META-ANALISES

A meta-analise de efeitos aleatérios foi realizada utilizando 782 grupos experimentais dos 117
documentos selecionados, estimando o indice de protecdo e testando a heterogeneidade. Este
procedimento também foi feito para os grupos experimentais divididos pelo tipo de vacina. Todas as
estimativas mostram alta heterogeneidade sugerindo a necessidade de usar a meta-regressao para acessar
qual o fator estéa afetando o indice de prote¢do. Os resultados sdo apresentados na Tabela 2.1.

Tabela 2.1. Resultados de meta-analise de efeitos aleatdrios.

Tipo de vacina N Estimativa de IP IC 95% da estimativa* Teste de
heterogeneidade
valor de p

Inferior Superior >0,001
Todas 787 1,711 1,650 1,773 >0,001
Atenuada 221 2,083 1,964 2,202 >0,001
DNA 68 1,408 1,163 1,654 >0,001
Inativada 66 2,148 1.929 2.367 >0,001
Mutante 102 2,052 1.831 2.274 >0,001
Subunidade 287 1,357 1.273 1.441 >0,001
Vetor 38 1,165 0.943 1.387 >0,001

*IC: intervalo de confianca, que indica que sob as mesmas condi¢des experimentais, os valores teriam essa variagdo
em 95% das vezes.
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3.6 ANALISES BIVARIADAS

Para selecionar as variaveis a serem incluidas no modelo de meta-regressao multivariada, uma analise de
meta-regressdo bivariada foi realizada considerando cada uma das varidveis controladas por categoria de
vacina, ou seja, uma analise bivariada (Tabela 2.2). As variaveis estudadas incluiram: categoria de vacina;
linhagem de camundongo; via de vacinacdo; nimero de vacinacfes; uso de adjuvante; espécies de
Brucella usadas para o desafio; via de desafio; e intervalo entre desafio e eutanasia. As cepas de vacina
naturalmente atenuadas com um indice médio de protecdo de 2,079 foram significativamente mais
protetoras (p <0,001) do que as de DNA, de subunidade e vacinas vetorizadas, que apresentaram indices
médios de protecdo de 1,377, 1,369 e 1,180, respectivamente. Em contraste, os indices de protegdo
obtidos por cepas de vacinas inativadas e mutantes (2,758 e 2,527, respectivamente) foram
estatisticamente semelhantes aos de vacinas com cepas naturalmente atenuadas.

Tabela 2.2. Andlise de meta-regresséo bivariada de variaveis que influenciam os indices de protecdo das
vacinas experimentais de brucelose.

Variavel Coeficiente Valor de p Intervalo de confianga***
Limite inferior Limite superior

Categoria de vacina — Referéncia atenuada—valor de p<0,001
DNA -0.7025 <0.001* -0.9597 -0.4453
Inativada 0.0679 0.607 -0.1916 0.3275
Mutante -0.04485 0.695 -0.2690 0.1793
Subunidade -0.7107 <0.001* -0.8751 -0.5463
Vetor -0.8990 <0.001* -1.2208 -0.5772
Constante 2.0799 <0.001* 1.9560 2.2038
Linhagem de camundongo — Referéncia BALB/C-valor de p<0,001
C57BL/6 -0.6272 0.003* -1.0439 -0.2104
SWISS 0.4197 0.002* 0.1555 0.6839
Outros -0.2984 0.203 -0.7583 0.1615
Constante 2.0589 <0.001* 1.9251 2.1927
Via de vacinagéo — Referéncia oral/intragastrica-valor de p<0,001
Intramuscular -0.3571 0.081 -0.7591 0.0447
Intraperitoneal 0.2123 0.083 -0.0280 0.4526
Subcutanea 0.4790 <0.001* 0.2226 0.7354
Outras 0.4581 0.177 -0.2070 1.1233
Constante 1.7265 <0.001* 1.4697 1.9832
Namero de vacinagdes — Referéncia Unica vacinagéo-valor de p<0,001
Duas 0.3872 0.002* 0.1453 0.6291
Trés -0.2241 0.108 -0.4974 0.0491
Quatro -0.2645 0.197 -0.6667 0.1376
Nove 0.5179 0.437 -0.7895 1.8253
Constante 2.0597 <0.001* 1.9412 2.1783
Adjuvante — Referéncia sem adjuvante-valor de p<0,001
Uso de adjuvante 0.2937 0.002* 0.1111 0.4763

Constante 2.0665 <0.001* 1.9428 2.1901
Espécies de desafio — Referéncia B. abortus-valor de p<0,001
B. canis 0.4031 0.084 -0.054 0.8603
B. melitensis 0.1947 0.011* 0.0456 0.3438
B. ovis 0.8208 <0.001* 0.5739 1.0677
B. suis 0.8088 0.003* 0.2751 1.3425
Constante 1.9541 <0.001* 1.8232 2.085
Via de desafio- Referéncia oral/intragastrica-valor de p<0,001
Intraperitoneal 0.1676 0.375 -0.2034 0.5386
Outras -0.4428 0.870 -0.5747 0.4861
Intravenosa 0.4419 0.029* 0.4438 0.8395
Constante 1.8772 <0.001* 1.4957 2.2588
Intervalo (dias) entre desafio e eutanasia

-0.004 0.165 -0.0096 0.001

Constante 2.1665 <0.001* 1.9916 2.3414

* Os coeficientes de regressdo positiva indicam que a variavel possui indices de protecdo mais altos do que a variavel de referéncia
quando estatisticamente significativa. Os coeficientes de regresséo negativos indicam o oposto.

** Valores de p estatisticamente significativos (p<0,05).

*** O intervalo de confianca indica que nas mesmas condigdes experimentais, os valores teriam esse intervalo em 95% das vezes.
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A avaliacdo de linhagem de camundongos considerando BALB/c como a linhagem de referéncia, com
indice de protecdo de 2,058, apresentou indices de protecdo significativamente maiores quando
comparado a C57BL/6 (p = 0,003) que tinham uma mediana do indice de protecdo de 1,43. Por outro
lado, os camundongos Swiss tinham indices de protecdo (2,478) que foram significativamente maiores do
que os camundongos BALB/c (p = 0,002), considerando que ndo foram observadas diferencas
significativas entre o grupo “outras” linhagens de camundongos ¢ BALB/c (Tabela 2.2).

A analise de meta-regressdo das vias de vacinagédo, considerando a via oral/intragastrica como referéncia,
demonstrou que esta via, com um indice de protecdo de 1,726, foi significativamente menos protetora (p
<0,001) do que a via subcutanea (2,205). Indices de protecdo obtidos por via intramuscular,
intraperitoneal e outras (2,083, 1,938 e 2,184, respectivamente) foram semelhantes para a via
oral/intragastrica (Tabela 2.2).

Considerando uma Unica vacinagdo como a referéncia com um indice de protecdo de 2,059, duas
vacinagdes com um indice de protecdo de 2,446 proporcionou uma melhor prote¢do (p = 0,002) do que
vacinagdo Unica. Por outro lado, trés, quatro ou nove vacinagdes, com indices de protecdo de 1,835,
1,795, e 2,576, respectivamente, foram estatisticamente semelhantes (p> 0,05) a vacinagfes Unicas
(Tabela 2.2). O uso de adjuvante resultou em um indice de protecdo significativamente melhor (p =
0,002) (2,359), quando comparado a vacinacdo sem adjuvante que resultou em um indice de protecdo de
2,066 (Tabela 2.2).

A anélise de espécies de desafio, considerando B. abortus como referéncia com o indice de protecdo de
1,954 demonstrou que os indices de protecdo contra B. melitensis, B. ovis e B. suis (2,148, 2,774 e 2,762,
respectivamente) foram significativamente maiores quando comparados com B. abortus (Tabela 2.2). Por
outro lado, o indice de protecdo contra B. canis (2,357) foi semelhante ao de B. abortus (p <0,05). A
analise de meta-regressao bivariada também considerou a via de desafio, com a via oral/intragastrica com
um indice de protecdo de 1,877 como a referéncia. A via intravenosa (1), com um indice de prote¢do de
2,318, foi significativamente mais protetora do que a referéncia. indices de protegdo obtidos pelas vias
intraperitoneais (IP) ou “outra” (2,044 e 1,833, respectivamente) foram estatisticamente similares a
referéncia (Tabela 2.2).

Importante, considerando que os experimentos de vacinas ndo sdo padronizados, foram avaliados o efeito
do intervalo entre desafio e a mensuracdo do indice de protecdo, e o nimero de dias entre desafio e a
eutanasia de animais experimentais ndo influenciou significativamente no indice de protegéo (Tabela 2.2).

3.7 META-REGRESSAO MULTIVARIADA

Um modelo de meta-regressdo foi desenvolvido, incluindo todas as categorias de vacinas (atenuada,
DNA, inativada, mutante, subunidade e vetorizada) considerando o indice de prote¢do como a variavel
dependente e os outros parametros (linhagem de camundongo, via de vacinagdo, nimero de vacinagdes,
uso de adjuvante, desafio com espécies de Brucella) como varidveis independentes (Tabela 2.3).

As vacinas de subunidades e vetoriais proporcionaram indices de protecdo significativamente menores
quando comparados com vacinas atenuadas (p <0,001), que foi considerada a categoria de vacina de
referéncia. Os indices de protecdo obtidos por vacinas de DNA, inativadas ou mutantes foram
estatisticamente semelhantes (p <0,05) a referéncia (Tabela 2.3).

Em relagdo a linhagem de camundongo usada nos experimentos, C57BL/6 e camundongos Swiss
resultaram em indices de prote¢do que foram estatisticamente similares a linhagem de referencia BALB/c
(Tabela 2.3). Curiosamente, “outras” linhagens de camundongos, que incluiam linhagem de camundongo
que eram knockout para genes relacionados a imunidade em 129/Sv, resultaram em um menor indice de
protecdo (p = 0,021) quando comparado a referéncia (Tabela 2.3).
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Com excec¢do da via intramuscular de vacinagdo, que proporcionou menor indice de protecdo quando
comparada a oral/intragastrica (p = 0,035), as outras vias de vacinacdo (intraperitoneal, subcutanea e
outras) resultaram protecdo semelhante quando comparada a referéncia (Tabela 2.3). Duas vacinagdes
foram melhores do que a referéncia que era uma Unica vacinacgdo (p < 0,001), enquanto que trés, quatro
ou nove vacinagdes ndo melhoraram o indice de protecdo quando comparado a referéncia (Tabela 2.3).

As vacinas experimentais proporcionaram indices de prote¢do significativamente mais altos contra B.
melitensis, B. ovis e B. suis quando comparados com o desafio de referéncia com B. abortus (Tabela 2.3),
enquanto o uso de adjuvante ndo teve efeito significativo no indice de protecdo (Tabela 2.3).

Tabela 2.3. Analise multivariada de meta-regressdo de variaveis que influenciam os indices de protegdo
de vacinas experimentais de brucelose.

Intervalo de

confianca
Variavel Coeficiente Erro padrao Valor de p*** Limite inferior Limite superior
Categoria de vacina - Referéncia atenuada-valor de p<0,001
DNA -0,1826 0,2291 0,426 -0,6325 0,2672
Inativada -0,1333 0,139 0,338 -0,6325 0,1397
Mutante -0,0145 0,1126 0,898 -0,2356 0,2066
Subunidade -1,0207 0,1453 <0,001* -1,3059 -0,7355
Vetor -1,0774 0,1947 <0,001* -1,4597 -0,695
Linhagem de camundongo — Referéncia BALB/C-valor de p<0,001
C57BL/6 -0,4214 0,2086 0,044 -0,8309 -0,0119
SWISS 0,1386 0,1912 0,469 -0,2368 0,5141
Outras -0,5824 0,2524 0,021* -1,0780 -0,0868
Via de vacinacdo — Referéncia oral/intragastrica-valor de p<0,001
Intramuscular -0,4072 0,1929 0,035* -0,7859 -0,0285
Intraperitoneal -0,0454 0,1242 0,715 -0,2893 0,1985
Subcutanea 0,1466 0,1316 0,266 -0,1118 0,4051
Outras 0,3178 0,3136 0,311 -0,2979 0,9335
Namero de vacinagdes — Referéncia Unica vacinagdo-valor de p<0,001
Duas 0,3943 0,1236 <0,001* 0,1516 0,6369
Trés -0,0459 0,1439 0,75 -0,3284 0,2366
Quatro -0,2248 0,2096 0,284 -0,6363 0,1866
Nove 0,5015 0,644 0,436 -0,7629 1,766
Adjuvante — Referéncia sem adjuvante
Uso de adjuvante 0,1745 0,0927 0,06 -0,0075 0,3565
Espécie de desafio — Referéncia B. abortus-valor de p<0,001
B. canis 0,157 0,2281 0,491 -0,2908 0,6048
B. melitensis 0,1652 0,0788 0,036 0,0106 0,3198
B. ovis 0,7301 0,1287 <0,001* 0,4774 0,9828
B. suis 0,7793 0,3802 0,041 0,0329 1,5257
Constante 1,8983 0,1349 <0,001* 1,6335 2,1632

* Os coeficientes de regressdo positiva indicam que a varidvel possui indices de prote¢do mais altos do que a variavel de referéncia
quando estatisticamente significativa. Coeficientes de regressdo negativos indicam o contrario.

** Valores de p estatisticamente significativos (p<0,05).

*** O intervalo de confianga indica que sob as mesmas condi¢Oes experimentais os valores teriam esse intervalo em 95% das vezes.

3.8 FONTES DE PUBLICAGCOES EM VACINOLOGIA DE BRUCELOSE
Os dados utilizados neste estudo foram obtidos de 117 artigos cientificos, que foram agrupados de acordo

com o periédico em que foram publicados. Frequéncias de publicagdes em diferentes periddicos sdo
detalhadas na Tabela 2.4.
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Tabela 2.4. Distribuicdo dos 117 artigos incluidos neste estudo de acordo com as revistas em que foram

publicados.

Revista Frequéncia Porcentagem (%)
Vaccine 35 29,91
Infection and Immunity 27 23,07
Molecular Immunology 7 5,98
Clinical and Vaccine Immunology 7 5,98
Plos One 4 341
Veterinary Microbiology 4 3,42
Journal of Medical Microbiology 3 2,56
Veterinary Research 2 1,71
World Journal of Microbiology and Biotechnology 2 1,71
Biologicals 2 1,71
FEMS Immunology and Medical Microbiology 2 1,71
Immunobiology 2 1,71
Journal of Veterinary Science 2 1,71
Microbes and Infection 2 1,71
Veterinary Research Communications 2 1,71
APMIS 1 0,85
Archivos de Medicina Veterinaria 1 0,85
Clinical and Diagnostic Laboratory Immunology 1 0,85
DNA and Cell Biology 1 0,85
Frontiers in Cellular and Infection Microbiology 1 0,85
Frontiers in Microbiology 1 0,85
Genetic Vaccines and Therapy 1 0,85
The Journal of Infection in Developing Countries 1 0,85
Journal of Controlled Release 1 0,85
Journal of Microbiology 1 0,85
Microbiology and Immunology 1 0,85
Research in Veterinary Science 1 0,85
The Journal of Immunology 1 0,85
Veterinary Immunology and Immunopathology 1 0,85
Total 117 100
4. DISCUSSAO

A brucelose continua sendo uma das doengas zoonoticas mais importantes do mundo, o que justifica o
grande nimero de estudos com o objetivo de desenvolver novas e melhores vacinas (Nicoletti, 1990).
Uma meta-analise com base em experimentos de desenvolvimento de vacina contra a brucelose no
modelo de camundongo foi realizada neste estudo. Uma andlise temporal indica que os indices de
protecdo permaneceram estaveis ao longo dos ltimos 30 anos, o que pode indicar que o conhecimento
acumulado nas ultimas décadas ndo é necessariamente traduzido em melhor protecdo quando considerado
o camundongo como modelo. Outra maneira de interpretar essa descoberta inesperada e perturbadora é
gue o modelo de camundongo pode ter um alcance limitado de protecdo quando se trata de brucelose, o
que pode ter resultado em estaveis indices de prote¢do ao longo do tempo. Conhecimento limitado sobre
as respostas imunolégicas protetoras de camundongos e espécies hospedeiras naturais de Brucella spp.
também pode ser um fator que limita o avanco deste campo. Além disso, as estratégias tradicionais de
vacinas, particularmente aquelas baseadas no uso de cepas atenuadas (Jiménez et al., 1994; Hamdy et al.,
2002; Pasquali et al., 2003) proporcionaram uma melhor protecdo quando comparadas a novas
estratégias, como subunidade, DNA e vacinas vetorizadas. No caso de vacinas de cepas vivas atenuadas,
existe uma clara correlagdo entre os resultados obtidos no modelo de camundongo e a protecéo real na
espécie de hospedeiro preferida (Nicoletti, 1990; Blasco, 1997; Degiu et al., 2002; Schurig et al., 2002).
Na verdade, vacinas de cepas, como B. abortus S19 e B. melitensis Rev.1 s@o conhecidas por gerar uma
resposta imunolégica robusta (Schurig et al., 2002; Degiu et al., 2002), e por induzir niveis significativos
de protecdo contra B. abortus em bovinos e B. melitensis em ovinos e caprinos (Nicoletti, 1990; Blasco,
1997; Schurig et al., 2002).

O camundongo é amplamente utilizado como modelo experimental para infecdo de Brucella spp. (Silva et
al., 2011b). Este modelo permite calcular o indice de protecdo que se baseia na diferenga entre 0 nimero
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de UFC (em Log) nos bacos de controles ndo vacinados e camundongos vacinados (OIE, 2008). Assim,
um indice de protecdo superior indica uma melhor protecdo obtida por uma determinada vacina
experimental. Experimentalmente, o indice de protecdo ¢ muito importante para a vacinologia de Brucella
Spp. que contrasta com outros agentes patogénicos que sdo letais, para 0s quais a protecdo pode ser
avaliada pela prevencdo da letalidade no modelo de camundongo (Tamura et al., 2010). Importante, a
correlacdo entre o indice de protecdo no modelo de camundongo e a protecdo na espécie hospedeira
preferida ndo esta clara para a maioria das vacinas experimentais recentemente desenvolvidas. Por
exemplo, foi desenvolvido recentemente uma cepa candidata vacinal de mutante atenuada de B. ovis que
ndo possui um transportador ABC (Silva et al., 2011a), que influencia o sistema de secrecéo tipo IV
codificado por virB (Silva et al., 2014), interferindo assim com o trafigo intracelular (Macédo et al.,
2015). Esta cepa vacinal forneceu apenas protecdo moderada no modelo de camundongo, produzindo um
indice de protecdo de aproximadamente 1,0 (Silva et al., 2015a), enquanto que surpreendentemente
forneceu uma protecdo muito forte contra o desafio experimental em carneiros, evitando a eliminacdo da
cepa selvagem no sémen e urina, acimulo de células inflamatérias no sémen e lesdes macroscépicas ou
microscépicas induzidas por B. ovis de tipo selvagem, resultando em imunidade estéril sob condicGes
experimentais (Silva et al., 2015b). Esta falta de correlagio direta entre protecdo no camundongo e as
espécies hospedeiras preferidas também podem estar relacionadas ao fato de que os indices de prote¢do
variaram de acordo com as espécies de Brucella de tipo selvagem usadas no desafio, o que pode indicar
que os 6timos niveis de indices de protecdo podem variar entre as diferentes espécies de Brucella.

Este estudo demonstrou que as cepas de vacinas vivas atenuadas resultam em niveis mais altos de
protecdo. Considerando que Brucella spp. € um agente patogénico intracelular, vacinas atenuadas
promovem prote¢do superior porque a cepa vacinal permanece com 0 mesmo tecido e o tropismo celular
como a cepa de tipo selvagem, imitando assim uma infecgéo natural (Ficht et al., 2009). Na verdade, B.
abortus S19 e B. melitensis Rev 1 sdo amplamente utilizadas como cepas de vacinas em todo o mundo.
Apesar dessas cepas vacinais gerarem altos niveis de prote¢do contra a doenca, hd consideraveis
desvantagens, uma vez que ambas tém viruléncia residual para seus hospedeiros, elas causam infecgdes e
doenga em seres humanos, e elas interferem com os ensaios soroldgicos de rotina, uma vez que geram
uma resposta com anticorpo contra o lipopolissacarideo liso de Brucella (LPS). Além disso, a cepa
vacinal Rev 1 é resistente & estreptomicina, um dos antibiéticos utilizados para o tratamento da brucelose
em pacientes humanos (Schurig et al., 2002; Grillo et al., 2006). Por outro lado, a cepa da vacina B.
abortus RB51 fornece protecdo contra a doenga em bovinos (Poester et al., 2006), e tem a vantagem de
ndo interferir com os testes soroldgicos padrfes, uma vez que esta cepa tem um LPS rugoso (Schurig et
al., 1991), mas esta cepa é resistente a rifampicina, que é utilizada para o tratamento da brucelose em
pacientes humanos (Schurig et al., 2002). Experimentos com camundongos demonstraram que RB51
protege contra o desafio experimental com vérias espécies de Brucella spp., incluindo B. melitensis, B.
ovis, B. abortus e B. suis (Jiménez de Bagués et al., 1994). Assim, as cepas de mutantes de Brucella
transportando um LPS rugoso foram usadas em varios experimentos de vacina (Schurig et al., 2002;
Moriyon et al., 2004). No entanto, as cepas mutantes rugosas fornecem os niveis mais baixos de protecdo
guando comparados as vacinas lisas e atenuadas como Rev 1 (Gonzélez et al., 2008; Barrrio et al., 2009).

A partir do ano 2000, um grande nimero de experimentos avaliou cepas mutantes atenuadas de Brucella
como candidatas vacinais. Pelas mesmas razdes discutidas sobre cepas atenuadas naturalmente, essas
cepas mutantes promovem protecdo no modelo de camundongo. Um fator limitante para estas vacinas é o
fato de que alguns desses mutantes tém pouca persisténcia no hospedeiro, que pode ndo permitir tempo
suficiente para a exposicdo da cepa de vacina ao sistema imunoldgico, impedindo assim niveis adequados
de protecéo (Young et al., 1979; Hong et al., 2000; Kahl-McDonagh e Ficht, 2006). No entanto, sistemas
de entrega que promovem uma entrega lenta da cepa da vacina podem superar esta limitacdo (Silva et al.,
2015a; Silva et al., 2015b). A mutagénese nesses casos geralmente visa genes que Sd0 necessarios para a
viruléncia ou a sobrevivéncia no hospedeiro (Allen et al., 1998; Hong et al., 2000; Ficht, 2002; Li et al.,
2015). Mutantes cujos genes excluidos sdo necessarios durante os estagios iniciais de infeccdo sao
rapidamente eliminados pelo sistema imunolégico do hospedeiro (Hong et al., 2000), e por isso, eles
tendem a gerar imunidade protetora insuficiente (Edmonds et al., 2000; Fiorentino et al., 2008). H& um
grande interesse na geragdo de cepas mutantes que carregam um LPS rugoso, como RB51, uma vez que
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estas cepas ndo interferem com os métodos de diagndstico sorolégicos mais utilizados (Schurig et al.,
2002; Monreal et al., 2003). No entanto, cepas rugosas tendem a ser rapidamente eliminadas do
hospedeiro, o que resulta em niveis mais baixos de protecdo (Monreal et al., 2003).

Este estudo demonstrou que, em geral, as vacinas de subunidades proporcionam menores niveis de
protecdo, o que pode ser devido as limitacdes para identificar os antigenos mais protetores, mas é
razoavel hipotetizar que um Unico antigeno pode ndo ser suficiente para desencadear uma forte resposta
imunoldgica protetora contra Brucella spp. (Titball, 2008; Plotkin, 2010; Gomez et al., 2013).

Neste estudo, alguns pardmetros afetaram a protecdo contra o desafio experimental no modelo de
camundongo. BALB/c é a linhagem de camundongo mais utilizada para experimentos de vacina de
Brucella (Todd et al., 2013). Importantemente, os indices de prote¢do sdo influenciados pela linhagem de
camundongo. De fato, embora C57BL/6 e camundongos Swiss fornegam indices de protecdo semelhantes
aos de BALBY/c, outras linhagens, que incluiam cepas knockout para genes relacionados a resposta imune,
proporcionaram menores indices de protecdo. Com a exceg¢do da via intramuscular de vacinagéo, todas as
outras vias tiveram niveis de protecdo semelhantes, incluindo a via subcutanea que é uma das vias
preferenciais para fins praticos. A eficicia da via subcutanea de vacinagdo estd de acordo com estudos
anteriores (Todd et al., 2013). Outro pardmetro que pode influenciar a protecdo, particularmente no caso
de vacinas de subunidades ou de DNA, é o nimero de vacinacdo, sendo que duas vacinagbes que
proporcionam melhores resultados do que a Unica vacinag&o.

Este estudo associou estatistica descritiva com uma analise de meta-regressdo, que é uma poderosa
ferramenta para o avanco da pesquisa em saude animal (Lean et al., 2009). Um estudo anterior de meta-
andlise sobre vacinacéo de Brucella identificou fatores que podem influenciar os resultados experimentais
em experimentos que avaliam formulagGes de vacinas de organismo inteiro (Todd et al., 2013). Este
estudo foi mais inclusivo, cobrindo a maior parte das pesquisas relevantes realizadas em vacina de
Brucella usando o modelo de camundongo nas Gltimas trés décadas. A identificacdo de varidveis que
influenciam significativamente os indices de prote¢do no modelo de camundongo indica claramente que a
padronizacdo de protocolos experimentais é necessaria urgentemente para gerar dados mais reprodutiveis
e com maior previsdo para o desempenho da vacina na espécie hospedeira preferencial. Comparando com
um estudo anterior de meta-analise, que foi restrito a vacinas de organismos inteiros (Todd et al., 2013),
encontramos varidveis que sdo igualmente significativas para outros tipos de vacinas. Por exemplo,
categoria de vacina, linhagem de camundongo, via de vacinagdo, cepa do patégeno de desafio, via de
desafio e intervalo entre desafio e eutanasia, influenciando a prote¢do no estudo anterior (Todd et al.,
2013), bem como nessa mais abrangente meta-analise. Portanto, este estudo amplia o conhecimento
anteriormente adquirido com meta-analise sobre vacinologia de Brucella (Todd et al., 2013).

Um aspecto critico do modelo de camundongo para o desenvolvimento de vacina de Brucella é a falta de
padronizacdo das condi¢es experimentais, que foi previamente revisada (Grillg et al., 2012). Embora o
camundongo seja um modelo bem estabelecido para a infec¢do por Brucella e vacinologia (Silva et al.,
2011b; Grill6 et al., 2012), e apesar de recomendagdes muito especificas da Organizacdo Mundial de
Salude Animal (OIE) para o uso de camundongo como modelo para prever o potencial papel protetor
contra a brucelose em ruminantes (OIE, 2008), existe uma ampla variedade de parametros em protocolos
experimentais, incluindo sexo, idade e linhagem de camundongos, via de vacinacao e de desafio, tempo
decorrido entre a vacinacdo e desafio e/ou entre desafio e avaliagdo de cargas bacterianas esplénicas,
entre outros. Esse fato faz comparagdes entre estudos e laboratérios muito pouco confiaveis.

As potenciais limitaces deste estudo podem estar associadas a restricbes da base de dados originais,
embora a PubMed cubra a grande maioria dos trabalhos relevantes sobre o campo de vacinologia
experimental de Brucella. A auséncia de publicacdo de resultados negativos também pode ter
influenciado o resultado deste estudo, embora se espere niveis semelhantes de resultados negativos entre
diferentes categorias de vacinas experimentais.
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5. CONCLUSOES

A importancia da brucelose como uma ameaca para a salde humana, bem como devido a perdas
econdmicas para a indlstria animal (Pappas, 2010; Santos et al., 2013), justifica-se 0 enorme esforco
cientifico para desenvolver melhores vacinas que ndo possuem potencial patogénico residual para animais
e seres humanos (Olsen, 2013). Contudo, apesar do grande nimero de publica¢es nos ultimos 30 anos,
nossos resultados indicam que ndo existe uma tendéncia clara para melhorar o potencial de protecéo
dessas vacinas experimentais, o que pode, pelo menos em parte, explicar por que nenhuma dessas nhovas
formulagdes ou estratégias de vacinas tenha chegado ao mercado.
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CAPITULO III
Meta-analise em vacinologia de brucelose em hospedeiros naturais
1. INTRODUCAO

Estudos com vacinas experimentais contra brucelose em bovinos, caprinos e ovinos com abordagens
alternativas em vacinologia tem sido realizados nos Ultimos anos, incluindo vacinas de subunidades
(Wyckoff 111 et al., 2005; Estein et al., 2009), vacinas de cepas mutantes (Kahl-McDonagh et al., 2006;
Jacques et al. 2007; Fiorentino et al., 2008; Silva et al., 2015b) e vacinas utilizando vetores como virus da
gripe HIN1 (Tabynov et al., 2014).

Apesar de brucelose acometer pequenos ruminantes e grandes animais, usualmente utiliza-se como
modelo animal para estudo preliminar de prote¢do vacinal o camundongo. Realizamos um amplo estudo
com vacinas de Brucella no modelo murino nos dltimos 30 anos avaliando o indice de prote¢do, medida
de protecdo que demonstrou ser influenciada por algumas variaveis experimentais, como linhagem de
camundongo, nimero de vacinacéo e via de imunizagdo. Considerando o camundongo como modelo, as
vacinas de brucelose tém alcancado indices de protecdo insatisfatérios. Entretanto, a correlagdo entre a
protecdo no camundongo e espécie hospedeira natural carece de maiores estudos (Carvalho et al., 2016).
Isto foi demonstrado em estudos anteriores do nosso grupo com candidata de vacina mutante atenuada de
B. ovis encapsulada, que ndo possui um transportador ABC (Silva et al., 2011a), esta cepa demonstrou no
camundongo prote¢do moderada (indice de protecdo de aproximadamente 1) (Silva et al., 2015a), por
outro lado, no carneiro, produziu imunidade estéril, prevenindo a eliminagdo da cepa de B. ovis selvagem
na urina e sémen e desenvolvimento de alteracBes patoldgicas macro e microscdpicas (Silva et al.,
2015b). Nos hospedeiros naturais, o indice de prote¢do é comumente avaliado considerando a eficacia em
prevenir abortos. Considerando as limita¢cGes com o trabalho experimental utilizando pequenos e grandes
ruminantes, tornam assim nossos conhecimentos limitados em relacdo a protecdo vacinal em diversos
hospedeiros naturais. Assim, o objetivo desse trabalho foi avaliar a protecdo conferida por diversos tipos
de vacinas de brucelose em hospedeiros naturais.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 EXTRACAO DE DADOS DA LITERATURA

Os dados foram obtidos de publicagdes indexadas no Pubmed e Scopus até 25 de maio de 2017.
Resumidamente, a pesquisa foi feita usando a seguinte combinagdo de termos: “Brucella” e “vaccine”. As
publicacdes foram desambiguadas manualmente, permanecendo apenas publica¢fes que avaliavam a
protecdo vacinal nos hospedeiros naturais apés desafio com cepas patogénicas de Brucella. A inclusdo de
um artigo foi baseada no fornecimento do nimero de animais (imunizados e ndo imunizados) e do
namero de animais protegidos para cada grupo, que permitisse calcular a diferenca de risco. Todos 0s
artigos incluidos nesse estudo foram publicados em inglés.

A meta-analise foi realizada seguindo os critérios do PRISMA (do inglés Preferred Reporting Items for
Systematic Reviews and Meta-Analyses criteria), conforme detalnado em http://www.prisma-
statement.org/. Os dados foram obtidos de cada grupo experimental individual em uma determinada
publicacdo. O agrupamento dos dados foi realizado de acordo com a categoria de vacina experimental
testada, sendo: (i) cepas vivas atenuadas; (ii) cepas mutantes atenuadas; (iii) vacinas de subunidades
recombinantes; (iv) vacinas vetorizadas; e (V) e inativadas. Foram considerados para nossa analise outros
pardmetros obtidos de cada experimento individual que incluia: ano de publicacdo; espécie animal;
nUmero de animais imunizados e protegidos; nimero de animais ndo imunizados e protegidos; varidveis
relacionadas a imunizagdo (via, nimero de imunizacdo e adjuvante) e varidveis relacionadas ao desafio
(via e espécie de Brucella).
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O valor de protecdo de diferentes pesquisas, incluindo fémeas e machos, foi obtido baseado na prevencéo
de abortos ou capacidade de prevenir infeccdo em 6rgdos em animais imunizados ou ndo imunizados
obtidos em cada experimento individual.

2.2 TRANSFORMAGAO DOS DADOS E ANALISE DE META-REGRESSAO

As variaveis extraidas dos artigos, incluindo categoria de vacina, hospedeiro animal, uso de adjuvante,
espécie de Brucella de desafio e via de desafio foram selecionadas para testar qual variavel influencia o
valor de diferenca de risco. Os dados coletados dos artigos foram transformados para dados qualitativos,
que variaram de 0 a 5. Assim, foram atribuidos valores as varidveis: categoria de vacina (“0” atenuada,
“1” mutante, “2” subunidade, “3” vetor e “4” inativada), hospedeiro (“0” bovinos, “1” bisdes, “2” ovinos,
“3” caprinos, “4” cervideos e “5” bufalos), uso de adjuvante (“1” ndo, “2” sim), espécie de desafio (“0”B.
abortus, “1” B. melitensis e “2” B. ovis) e via de desafio (“0” conjuntival, “1” conjuntival e
intraprepucial, “2” subcutanea e “3” intravenosa).

Existiam diferentes arranjos das vias de vacinagdo, o que prejudicaria sua andlise como varidvel
categorica, assim, as varidveis relacionadas as vias de vacinagdo foram dicotomizadas (sim ou ndo) para
cada tipo de via.

O indice de animais protegidos obtidos dos grupos experimentais imunizados e ndo imunizados, foram
obtidos em cada artigo, foram denominados como “protegido vacina” e “protegido controle”,
respectivamente. O valor de risco foi estimado baseado no nimero de protegidos dividido pelo nimero
total de animais de cada grupo experimental. Foi calculada a diferenga de risco, que resultou da subtracéo
do valor de risco do grupo imunizado do valor de risco do grupo controle, para cada experimento incluido
neste estudo. O valor de diferenca de risco varia entre -1 e 1. Assim, o calculo de diferenca de risco é
baseado na seguinte formula:

Diferenca de Risco (DF) = (nimero de animais protegidos imunizados/total de animais imunizados) -
namero de animais protegidos ndo imunizados/total de animais ndo imunizados)

Foi realizada uma anélise de regressdo linear utilizando o ano de publicacdo e a variavel diferenga de
risco. Além disso, pode-se avaliar a influéncia de cada pardmetro (categoria de vacina, espécie animal,
variaveis relacionadas a imunizacéo e desafio) no valor de risco.

2.3 ANALISE ESTATISTICA

Na andlise de meta-regressdo bivariada, utilizou-se como variavel dependente a categoria de vacinas que
controlava o efeito das variaveis independentes, consistindo de hospedeiros experimentais, via de
vacinacao, uso de adjuvante, nimero de vacinacgdes, via de desafio e espécies de Brucella usadas para
desafio. A selecdo de variaveis para a analise de meta-regressao multivariada baseou-se em ter o valor de
p menor que 0,05 na meta-regressao bivariada. O programa estatistico utilizado foi o Stata (Statacorp,
Texas, EUA).

3. RESULTADOS

3.1 CARACTERIZAGCAO DO ESTUDO

Este estudo incluiu 45 artigos (Anexos Il e IV) com 116 experimentos individuais. A pesquisa de
literatura e os critérios utilizados para a inclusdo estdo demonstrados na Figura 3.1. Os 45 artigos
oriundos das plataformas Pubmed e Scopus atenderam aos critérios estabelecidos.
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Figura 3.1. Fluxograma que descreve a selecdo de artigos das plataformas PubMed e Scopus para
inclusdo neste estudo de meta-analise, sequindo Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and
Meta-Analyses criteria.

3.2 PROTECAO VACINAL NOS HOSPEDEIROS NATURAIS NAS ULTIMAS DECADAS

Foi realizada uma andlise de correlacdo entre o ano do estudo experimental e o indice de diferenca de
risco. Esta analise demonstrou que ndao houve melhoria na protecdo (diferenca de risco) dos diferentes
tipos de vacinas experimentais durante os trinta e seis anos estudados, com valor de p nédo significativo
(Figura 3.2).

Além disso, foi observado na andlise de regressdo linear (Figura 3.2) que existia um processo mais
declinante de prote¢do no periodo de 1980 a 2000, por outro lado, a diferenga de risco conferida por
diferentes vacinas demonstrava um perfil mais crescente no periodo de 2000 a 2016. Assim, devido a
esses dois comportamentos diferentes no periodo estudado, as analises estatisticas foram fracionadas em
dois periodos (1980 a 2000 e 2000 a 2016). Inicialmente avaliando os experimentos realizados no periodo
de 1990 a 2000 e posteriormente 0s experimentos correspondentes ao periodo 2000 a 2016.
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Figura 3.2. Analise de regressdo linear correlacionando os tipos de vacinas experimentais (atenuada,
mutante, subunidade, vetor e inativada) com o ano de publicacdo de cada experimento, em diferentes
hospedeiros animais. O estudo com 116 experimentos individuais, constituido de vacinas atenuadas
(n=62), com cepas mutantes (n=23), subunidades (n=17), vetorizadas (n=9) e cepas inativadas (n=5) (r =
34,31;r2=11,77; p = 0,159).

3.3 ESTUDO DE META-ANALISE

A andlise de meta-regressao bivariada foi realizada tendo cada variavel controlada pela varidvel categoria
de vacinas. As varidveis dependentes foram hospedeiro, via de vacinagdo, uso de adjuvante, espécie de
desafio e via de desafio. No periodo de 1990 a 2000, considerando as vacinas com cepas atenuadas como
a referéncia, com diferenca de risco de 0,4349, as vacinas de subunidades foram significativamente
menos protetoras, com valor de diferenca de risco de 0,0258 (p<0,05), enquanto que, os valores de
diferenca de risco proporcionado pelas vacinas de cepas mutantes e inativadas (0,3673 e 0,2401
respectivamente) foram estatisticamente equivalentes ao obtido por cepas naturalmente atenuadas (Tabela
3.1). A anélise de meta-regressdo das vias de desafio, considerando a via de desafio conjuntival como
referéncia, com diferenca de risco de 0,5770, apresentou diferenca de risco significativamente maior que
via subcutanea, que obteve uma diferenca de risco igual a zero (Tabela 3.1).

Protecdo proporcionada por duas imunizagdes (0,5613) foi semelhante a uma Gnica imunizacao (0,4533)
(Tabela 3.1). Ndo foram observadas diferencas significativas entre os hospedeiros bisdes, ovinos,
caprinos, cervideos e bovinos (Tabela 3.1). Desafios com as espécies B. melitensis e B. ovis com
diferenca de risco de 0,2246 e 0,6269, respectivamente, foram semelhantes a B. abortus.
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Tabela 3.1. Analise de meta-regressdo bivariada de variaveis que influenciam a diferenca de risco das
vacinas experimentais de brucelose, nos anos de 1990 a 2000.

Intervalo de confianga***

Variavel Coeficiente Valor de p Limite inferior Limite superior
Categoria de vacina — Referéncia atenuada— valor de p<0,001

Mutante -0,3673 0,912 -0,7119 0,6384
Subunidade -0,4091 0,044* -0,8056 -0,0126
Inativada -0,2401 0,411 -0,8273 0,3471
Constante 0,4349 <0,001 0,2619 0,6079
Via de vacinacdo

Subcutanea 0,1478 0,525 -0,3204 0,6160
Constante 0,3311 0,139 -0,1133 0,7755
Intramuscular -0,1846 0,636 -0,9701 0,6008
Constante 0,4703 <0,001 0,3278 0,6129
Ndmero de vacinagdes — Referencia Unica vacinagdo—valor de p<0,001

Duas 0,1080 0,640 -0,3571 0,5732
Constante 0,4533 <0,001 0,3055 0,6011
Hospedeiro — Referéncia Bovino-valor de p<0,001

Biséo 0,2309 0,405 -0,3278 0,7897
Ovino 0,1292 0,427 -0,1983 0,4569
Caprino -0,0513 0,860 -0,6413 0,5386
Cervideo -0,1287 0,750 -0,9457 0,6884
Constante 0,4143 <0,001 0,2133 0,6154
Espécies de desafio — Referéncia Brucella abortus-valor de p<0,001

B. melitensis -0,2103 0,346 -0,6585 0,2379
B. ovis 0,1920 0,221 -0,1217 0,5058
Constante 0,4349 <0,001 0,2619 0,6079
Via de desafio — Referéncia conjuntiva-valor de p<0,001

Conjuntiva e -0,3174 0,101 -0,7007 0,0659
intraprepucial

Subcutanea -0,6162 0,007* -1,053 -0,1794
Intravenosa -0,5769 0,058 -1,1738 0,0199
Constante 0,5770 <0,001 0,4380 0,7158

* Os coeficientes de regressdo positiva indicam que a variavel possui indices de protecdo mais altos do
que a varidvel de referéncia quando estatisticamente significativa. Os coeficientes de regressdo negativos
indicam o oposto.

** Valores de p estatisticamente significativos (p<0,05).

*** O intervalo de confianga indica que nas mesmas condi¢Bes experimentais, os valores teriam esse
intervalo em 95% das vezes.

Ja na analise bivariada no periodo de 2000 a 2016 (Tabela 3.2), as cepas de vacinas naturalmente
atenuadas com valor de diferenca de risco de 0,6320, foram significativamente melhores que as vacinas
de subunidades, com valor de 0,169 (p<0,001). O valor de diferenca de risco para as vacinas de cepas
inativadas (1,005) foi significativamente maior do que o proporcionado por vacinas naturalmente
atenuadas (p<0,05) (Tabela 3.2).

A avaliagdo do hospedeiro animal considerando o bovino como o hospedeiro referéncia, com valor de
diferenca de risco de 0,6320, foi semelhante aos hospedeiros bisdes, ovinos, caprinos e bdfalos (p<0,001).
Por outro lado, os cervideos tiveram o valor de diferenga de risco menor (0,0701) comparado aos bovinos
(p<0,0001) (Tabela 3.2).

As vias de vacinacOes avaliadas de forma dicotomizadas, demonstraram que a vias intramuscular e oral
sdo protetivas significativamente (Tabela 3.2).
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Tabela 3.2. Anélise de meta-regressao bivariada de variaveis que influenciam os indices de protecéo das
vacinas experimentais de brucelose, nos anos de 2000 a 2016.

Intervalo de confianca***

Variavel Coeficiente Valor de p

Limite inferior Limite superior
Categoria de vacina — Referéncia atenuada—valor de p<0,001
Mutante 0,0076 0,922 -0,1481 0,1634
Subunidade -0,4630 <0,001** -0,6678 -0,2583
Vetor 0,0616 0,588 -0,1645 0,2878
Inativada 0,3733 0,029* 0,0390 0,7076
Constante 0,6320 <0,001 0,4714 0,7927
Hospedeiro — Referéncia Bovino-valor de p<0,001
Bisdo -0,1324 0,314 -0,3927 0,1278
Ovino 0,6390 0,474 -0,1131 0,2409
Caprino 0,0017 0,989 -0,2452 0,2487
Cervideo -0,5619 0,001* -0,8286 -0,2951
Bufalos 0,2909 0,148 -0,1058 0,6876
Constante 0,6320 <0,001 0,4714 0,7927
Via de vacinacdo
Subcuténea 0,0995 0,224 -0,0623 0,2614
Constante 0,5281 <0,001 0,3699 0,6862
Conjuntival 0,2011 0,054 -0,0039 0,4060
Constante 0,5732 <0,001 0,4618 0,6847
Intramuscular -0,2916 0,009* -0,5095 -0,0737
Constante 0,6488 <0,001 0,5373 0,7603
Oral -0,5136 0,025* -0,9618 -0,0654
Constante 0,599 0,4929 0,7059
Intradérmica 0,0022 0,995 -0,7494 0,7538
Constante 0,5978 <0,001 0,4870 0,7086
Numero de vacinacdes — Referencia Unica vacinacdo — valor de p<0,001
Duas -0,1310 0,293 -0,3775 0,1155
Trés 0,2132 0,410 -0,2995 0,7259
Constante 0,6097 <0,001 0,4980 0,7215
Adjuvante — Referéncia sem adjuvante-valor de p<0,001
Uso de adjuvante 0,0818 0,562 -0,1983 0,3618
Constante 0,5978 <0,001 0,4871 0,7086
Espécies de desafio — Referéncia Brucella abortus -valor de p<0,001
B. melitensis 0,1808 0,039* 0,0091 0,3527
B. ovis 0,2072 0,055 -0,0043 0,4188
Constante 0,4969 <0,001 0,3592 0,6346
Via de desafio — Referéncia conjuntival — valor de p<0,001
Conjuntival e 0,1274 0,199 -0,0688 0,3235
intraperpucial
Subcuténea 0,3602 0,010* 0,0893 0,6312
Constante 0,5298 <0,001 0,4094 0,6501

* Os coeficientes de regressdo positiva indicam que a variavel possui indices de protecdo mais altos do
que a variavel de referéncia quando estatisticamente significativa. Os coeficientes de regressdo negativos
indicam o oposto.

** Valores de p estatisticamente significativos (p<0,05).

*** O intervalo de confianga indica que nas mesmas condicfes experimentais, os valores teriam esse
intervalo em 95% das vezes.
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Duas ou trés vacinacfes com valores de diferenca de risco de 0,4787 e 0,3965 respectivamente, foram
semelhantes a protecdo com uma Unica imunizacdo (Tabela 3.2). O uso de adjuvante ndo resultou em
diferenca significativa de protecdo entre a ndo utilizacdo (Tabela 3.2).

Considerando a espécie de desafio B. abortus como a referéncia com diferenca de risco de 0,4969, as
cepas B. melitensis e B. ovis com valores de diferenca de risco de 0,6777 e 0,7041, respectivamente,
proporcionaram maiores valores de diferenca de risco (p<0,05).

A via de desafio subcutanea resultou em maior valor de diferenca de risco, sendo 0,89 significativamente
maior quando comparado a via conjuntival como referéncia com diferenca de risco de 0,5298 (p=0,01).

3.4 META-REGRESSAO MULTIVARIADA

A analise de meta-regressdo bivariada foi utilizada para selecionar as variaveis que seriam incluidas neste
modelo de meta-regressdo multivariada. Assim, este modelo de meta-regressdo multivariada
correspondente o periodo de 2000 a 2016, periodo que apresentou maior ndmero de varidveis
significativas, incluiu as categorias de vacinas naturalmente atenuadas, cepas mutantes, subunidades,
vetorizadas e cepas inativadas, considerando o valor de diferencga de risco como a variavel dependente e
as demais variaveis (via de vacinacao e via de desafio) como independentes (Tabela 3.3).

As vacinas de subunidades proporcionaram menor prote¢do do que as vacinas naturalmente atenuadas,
que foi considerada a categoria de vacina referéncia (p=0,002). Por outro lado, as vacinas com cepas
inativadas resultaram protecdo significativamente melhor quando comparada a referéncia (p=0,007).

Em relacdo a via de vacinagdo usada nos experimentos, as vias intramuscular e oral proporcionaram
menor protecdo comparada a via subcutanea (p<0,05).

As vacinas experimentais proporcionaram maior protecdo quando o desafio foi realizado pela via
subcutanea (p=0,016) comparada a via conjuntival de referéncia.

Tabela 3.3. Anélise multivariada de meta-regressdo de varidveis que influenciam o valor de diferenca de
risco de vacinas experimentais de brucelose em hospedeiros naturais, no periodo de 2000 a 2016.

Intervalo de
confianca

Variavel Coeficiente Erro padrao Valor de p*** Limite inferior Limite superior
Categoria de vacina - Referéncia atenuada-valor de p<0,001
Mutante 0,0839 0,0905 0,357 -0,0968 0,2646
Subunidade -0,3979 0,1206 0,002* -0,6387 -0,1572
Vetor -0,1885 0,1446 0,197 -0,4772 0,1001
Inativada 0,4742 0,1714 0,007* 0,1319 0,8164
Via de vacinacdo — Referéncia subcuténea-valor de p<0,001
Intramuscular -0,2232 0,1064 0,040* -0,4356 -0,0106
Oral -0,4547 0,2138 0,037* -0,8817 -0,0277
Via de desafio — Referéncia Conjuntival-valor de p<0,001
Conjuntival e 0,0666 0,093 0,477 -0,1191 0,2524
intraprepucial
Subcutanea 0,3139 0,1274 0,016* 0,0595 0,5682
Constante 0,5861 0,0607 <0,001 0,4650 0,7073

* Os coeficientes de regressao positiva indicam que a variavel possui indices de protecdo mais altos do
que a varidvel de referéncia quando estatisticamente significativa. Coeficientes de regressdo negativos
indicam o contrario.

** Valores de p estatisticamente significativos (p<0,05).

*** (O intervalo de confian¢a indica que sob as mesmas condi¢Bes experimentais 0s valores teriam esse
intervalo em 95% das vezes.
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4. DISCUSSAO

Brucelose é uma importante doenga infecciosa para 0 homem e animais domésticos, e sua incidéncia no
homem esta fortemente relacionada com a prevaléncia nos hospedeiros animais, por se tratar de uma
doenca essencialmente zoondtica (Gomez et al., 2013). A vacinacdo é uma forma de controle da
brucelose em reservatérios animais, mas ndo é capaz de erradicar a doenca (; Corbel, 2006; Grégoire et
al., 2012), assim, cientistas de todo o mundo tem buscado desenvolver vacinas mais seguras e eficazes
contra Brucella (Saez et al., 2012; Paul et al., 2018; Curina et al., 2018). Neste trabalho, avaliamos uma
série de experimentos, por meio de meta-analise, objetivando comparar a eficdcia de vacinas
experimentais de brucelose e algumas comerciais, como B. abortus S19, B. abortus RB51 e B. melitensis
Rev.1, nos hospedeiros naturais. Os resultados de regressdo linear desse estudo, baseada na andlise de
correlacdo entre o ano de publicacdo dos trabalhos e o valor de diferenca de risco, indicaram que a
protecdo proporcionada por vacinas experimentais em diversas espécies de hospedeiros alvos contra
infecgdo por Brucella tem se mantido estavel por quase quatro décadas. Os dados dessa recente meta-
analise demonstraram similaridade com o estudo anterior de analise temporal no modelo camundongo que
evidenciou indices de protecdo estaveis nos ultimos trinta anos (Carvalho et al., 2016). Demonstramos
assim que é necessario haver vacinas que elevem a eficéacia protetora contra a infecgéo por Brucella, tanto
para o camundongo, como nos diversos hospedeiros naturais, pois o sucesso de qualquer programa de
vacinacdo depende da utilizacdo de vacinas de alta eficacia, que seja capaz de reduzir o nimero de
individuos susceptiveis a doenca, e, além disso, que ndo cause os efeitos adversos relatados, como aborto
e artropatias nos animais (Dorneles et al., 2105; Xie et al., 2018).

Para nosso melhor conhecimento, esse estudo representa a primeira meta-analise de vacinas de brucelose
em diferentes espécies animais alvos da doenca. Anteriormente, realizamos um estudo similar no modelo
camundongo, que abrangeu um maior nimero de experimentos (Carvalho et al., 2016), o que se justifica
devido o camundongo ser um modelo amplamente utilizado para o estudo de patogénese, resposta imune
e protecdo vacinal do hospedeiro (Silva et al., 2011b; Baldwin e Parent, 2002), além de ser um animal
pequeno e custo menor (Perkins et al., 2010). Entretanto, apesar do amplo investimento em pesquisas
avaliando o indice de protecdo vacinal em camundongos, ndo existe uma clareza na correlagdo entre a
protecdo no camundongo e espécies animais hospedeiras naturais de Brucella, pois o sistema imunoldgico
do camundongo ndo representa com precisdo a resposta imune protetora dos hospedeiros alvos da doenga
(Dorneles et al., 2015). Sabe-se ainda que a resposta protetiva é mais significativa nos hospedeiros
naturais, porém, as avaliagdes experimentais em vacas gestantes sdo caras e requerem instalacdes de nivel
de biosseguranca 3 (Dorneles et al., 2015). Em bovinos, 0s testes em condi¢des experimentais sdo capazes
de aferir a eficicia de vacinas contra B. abortus (Olsen et al., 1999; Poester et al., 2006), porém, as
avaliacdes em hospedeiros naturais podem sofrer maior influéncia de fatores, como nutri¢do, estado
imunoldgico, idade animal da vacinacéo, estresse ambiental ou manejo de vacinacao (Olsen et al., 2015).

Nosso estudo demonstrou que as vacinas de cepas inativadas foram significativamente mais protetivas
contra infeccdo por Brucella do que as cepas vivas naturalmente atenuadas. Embora termos demonstrados
que vacinas de cepas inativadas protejam mais, atualmente as vacinas comerciais utilizadas consistem de
cepas vivas atenuadas, como B. abortus S19, B. abortus RB51 e B. melitensis Rev.1 (Cheville et al.,
1993; Olsen e Stoffregen, 2005; Corbel, 2006), sendo amplamente utilizadas por proporcionarem boa
protecdo e imunidade duradoura, relacionado com sua capacidade de estimular resposta imune celular
(Seder e Hill, 2000; Levitz e Golenbock, 2012; Titball, 2008). A imunidade mediada por células tem
papel importante na defesa e eliminacdo da infeccdo por Brucella do hospedeiro (Baldwin e Goenka,
2006). Entretanto, o uso de vacinas de cepas atenuadas em seres humanos é desaconselhavel, por
apresentarem viruléncia residual (Waag et al., 2002; Rockx-Brouwer et al., 2012).

Nossos dados demonstram que as vacinas inativadas tém protecdo eficaz, sdo capazes de reduzir a
incidéncia da infecgdo nos tecidos fetais e maternos, além de prevenir o aborto em fémeas gestantes.
Olsen e colaboradores (2015) demonstraram em bisdes que a eficicia de vacina de cepas inativada de
Brucella foi superior ao se realizar duas imunizages com intervalo de um ano, obtendo considerada
redugdo do nimero de abortos, comparada aos animais ndo imunizados ou imunizados com uma Unica
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dose. O resultado de maior protecdo conferido pelas vacinas com cepas inativadas é interessante e quebra
um dogma da vacinologia atual que preconiza para controle e erradicacdo da brucelose a utilizacdo de
vacinas com cepas atenuadas, que apesar de proporcionarem boa protecdo, causam algumas desvantagens
nos animais, como o aborto em fémeas gestantes, interfere nos testes sorolégicos, além disso, a vacina
Rev.1 utilizada para prevencéo de infec¢do de B. melitensis em caprinos e ovinos seu uso nédo é permitido
em paises livres de B. melitensis, incluindo o Brasil (Cheville et al., 1992; Schurig et al., 2002;
Vemulapalli et al., 2002; Dorneles et al., 2015). Por outro lado, vacinas inativadas possuem caracteristicas
bastante desejaveis para uma vacina ideal, sdo incapazes de causar a doenga e infecgdo persistente nos
animais imunizados, proporcionam protecdo e previnem o aborto (Schurig et al., 1995; Ko e Splitter,
2003). Uma vacina é considerada efetiva quando é capaz de prevenir a infeccdo e desenvolvimento da
doenga clinica, ou minimizar a infeccdo nos animais vacinados (Grill6 et al., 2009). Desta forma, a
medida de diferenca de risco, avalia a protecdo vacinal por meio da reducdo das taxas de abortos e
nascimento de bezerros fracos, e diminuigdo da colonizagdo bacteriana em drgdos de animais vacinados
comparados com controles apds infec¢do com cepas virulentas de Brucella (Elzer et al., 1998; Nol et al.,
2016).

Neste estudo demonstramos que as vacinas de subunidades protegem menos do que as vacinas de cepas
atenuadas naturalmente. E desafiador o desenvolvimento de vacinas de subunidades realmente protetoras,
envolvendo a dificuldade na identificacdo de antigenos funcionais, imunogénicos e protetores e a
improvavel protegdo depender de um Unico antigeno (Titball, 2008; Plotkin, 2010; Yang et al., 2013).
Vacinas de subunidades também demonstraram protecdo inferior as vacinas atenuadas e inativadas no
camundongo (Carvalho et al., 2016), apesar de estudos isolados apresentarem resultados promissores
neste modelo com vacinas de subunidades, podem ndo correlacionar com a obtida nos hospedeiros
naturais (Dorneles et al., 2015).

As vias de vacinacdo e de desafio demonstraram influenciar na protecdo em hospedeiros naturais. Nossos
resultados demonstraram que a via subcutanea influencia em maior protecdo quando utilizada na
vacinacdo e desafio experimentais, concordando com estudos anteriores que haviam demonstrado que
para imunizacgdo, esta via era significativamente importante nos indices de prote¢do (Marin et al., 1990;
Todd et al., 2013; Carvalho et al., 2016). Além disso, sabe-se que a via de vacinagdo subcutanea é a mais
comum rota de vacinacdo adotada para vacinas licenciadas S19, RB51 e Rev.1 (Beckett e MacDiarmid,
1985; Xie et al., 2018) e a administracdo dessas vacinas por essa via, proporcionam baixas taxas de aborto
nos animais imunizados, por outro lado, a via conjuntival de vacinacdo foi relacionada com altos indices
de abortos (Xie et al., 2018).

5. CONCLUSAO

Como avaliado no presente estudo, apesar do surgimento de novas tecnologias empregadas na
vacinologia moderna para brucelose, ainda sdo necessarios mais estudos, pois as vacinas experimentais
testadas nos hospedeiros naturais tém proporcionado niveis de protecdo estaveis nas uUltimas décadas.
Além disso, é importante considerar que, as vacinas de cepas inativadas demonstraram melhor protecéo
comparada as vacinas de cepas atenuadas, 0 que é extremamente interessante, pois os esforcos atuais
estdo focados no desenvolvimento de vacinas de cepas de Brucella geneticamente modificadas,
subunidades, vetores e DNA, enquanto que as vacinas inativadas sdo pobremente exploradas.

58



CAPITULO IV

Eficacia de cepa vacinal de BRUCELLA oviIS mutante AabcBA expressando proteina quimérica
recombinante na protecéo polivalente contra brucelose no modelo murino

1. INTRODUCAO

Brucella é uma bactéria intracelular, Gram-negativa e causadora de uma doenga zoonética conhecida por
brucelose (Corbel, 1997), que é caracterizada por abortos em animais de producdo e importantes perdas
econdmicas (Santos et al., 2013). Assim, a vacinacdo de animais susceptiveis é importante para o controle
dessa infec¢do. O género Brucella inclui mais de dez espécies, sendo que B. melitensis, B. abortus, B. suis
e B. canis tem potencial zoon6tico (He, 2012). A fase cronica de brucelose humana pode estar associada
com doenca osteoarticular, meningite, hepatite, espondilites, neurobrucelose e endocardite (de Figueiredo
etal., 2015; Yin et al., 2016; Pendela et al., 2017).

O controle de brucelose em animais é usualmente feito realizando a administragdo de cepas vivas
atenuadas na vacinacdo. Para bovinos, tem se vacinado com B. abortus S19 e B. abortus RB51, enquanto
que para pequenos ruminantes a vacina B. melitensis Rev. 1 (Schurig et al., 2002; Corbel, 2006).
Entretanto, essas vacinas possuem muitas desvantagens, sendo patogénicas para o homem, promovem
aborto em animais gestantes, dentre outras (Corbel, 2006). Desta forma, alternativas mais seguras estéo
sendo estudadas, como vacinas de subunidades proteicas, com vetores e de DNA (Cassataro et al., 2007;
Jain et al., 2014; Golshani et al., 2015). Uma estratégia inovadora que surgiu recentemente esta sendo o
estudo de epitopos de células T em formulagGes vacinais, demonstrando prote¢do para B. abortus (Afley
et al., 2015). O objetivo deste trabalho foi avaliar a cepa mutante B. ovis AabcBA como vetor para
peptideos de proteinas de Brucella sp. (proteina recombinante de Brucella spp., contendo sequencias de
14 peptideos - RPB14) com papel imunogénico e seu potencial uso para imunizacdo e protecdo contra
cepas virulentas de Brucella em camundongos BALBI/c.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 CAMUNDONGOS

Camundongos BALB/c fémeas de seis a oito semanas de idade, obtidos no Biotério Central da UFMG,
foram mantidos sob 6timas condi¢des de higiene, umidade, luz (ciclo artificial de 12 horas escuro/claro) e
controle de temperatura (22 + 2°C). Todos os procedimentos experimentais nos animais foram aprovados
pelo Comité de Etica da UFMG (CEUA-UFMG protocolo n° 107/2015). Experimentos de protecdo
vacinal foram realizados em laboratdrio de nivel 3 de biosseguranca. Os animais foram distribuidos
aleatoriamente em gaiolas e aclimatizados uma semana antes da vacinag&o.

2.2 CEPAS BACTERIANAS E CONDICOES DE CULTIVO

Cepas bacterianas utilizadas nesse estudo (Tabela 4.1) inclui Escherichia coli XL-1Blue, B. ovis (WT
ATCC 25840) B. ovis AabcBA, B. ovis AabcBA PRB14, B. abortus cepa vacinal S19, sendo essa Ultima
obtida do Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (USDA, Ames, IA, USA). Cepas virulentas
utilizadas no desafio vacinal foram B. abortus 2308 (INTA - Instituto Nacional de Tecnologia
Agropecuéria, Buenos Aires, Argentina) e B. suis 1330. Cepas de Brucella foram cultivadas em &gar
triptona de soja (TSA) a 37°C em 5% de CO,. A cepa B. ovis WT ATCC 25840 e as cepas mutantes B.
ovis AabcBA e B. ovis AabcBA PRB14 foram crescidas em meio TSA com 1% de hemoglobina, e para as
cepas mutantes o meio foi suplementado com 100 pg/mL de canamicina (Gibco, Invitrogen, Brasil) ou
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20 pg/mL de cloranfenicol (Sigma, EUA), respectivamente. Antes dos experimentos, as cepas bacterianas
congeladas foram descongeladas e semeadas em meio TSA com 1% de hemoglobina com o antibiético
apropriado, e incubadas a 37°C com 5% de CO; por 3 dias. Suspensdo bacteriana fresca em PBS foi
ajustada por espectrofometria para 10° unidades formadoras de colonicas (UFC)/mL, avaliada usando
SmartSpec spectrophotometer (Bio-Rad, Hercules, CA) mensurando a densidade Optica em 600 nm
(ODeno), entretanto, a real concentracdo bacteriana foi checada por diluicdo seriada e plaqueamento em
TSA.

Todas as manipulagdes com B. abortus 2308, B. suis 1330 e B. abortus cepa S19 foram realizadas em
laboratorio de biosseguranca nivel 3, Laboratério de Patologia Molecular, do Departamento de Clinica e
Cirurgia Veterinarias da Escola de Veterinaria, UFMG.

Foi utilizado o plasmideo pPRB14 (Tabela 4.1). Escherichia coli cepa XL-1Blue foi usada para clonagem
do plasmideo pPRB14 com proteina quimérica e cultivada a 37°C em agar ou caldo Luria-Bertani
(triptona 1%, extrato de levedura 0,5% e NaCl 1%) suplementado quando requerido, com ampicilina (200
pg/mL) na concentracdo apropriada.

Tabela 4.1. Descricdo e referéncia dos plasmideos e cepas bacterianas utilizados neste estudo.

Bactéria ou plasmideo Caracteristicas Referéncia
Bactérias

B. ovis ATCC 25840 WT ATCC25840

B. ovis AabcBA B. ovis ABOV_A500-501::Kan® Silvaetal.,, 2011a
B. ovis AabcBA PRB14 B. ovis AabcBA :: PRB14::CnR Este estudo

E. coli XL-1Blue Para clonagem Phoneutria

B. abortus cepa vacinal S19 Cepa vacinal USDA

B. abortus 2308 Cepa de desafio INTA

B. suis 1330 Cepa de desafio

Plasmideos

pPRB14 Promotor constituivo SecE, proteina quimérica  GenScript, USA

PRB14 e cassete de cloranfenicol de resisténcia  Este estudo
clonados em pBluescript 11 SK(-)

2.3 EPITOPOS DE CELULAS T: PREDICAO DE EPITOPOS IN SILICO

Proteinas previamente descritas como imunogénicas para camundongos, conforme estudo de meta-analise
descrito no Capitulo Il (Carvalho et al., 2016), foram utilizadas para predigdo in silico. Foram
selecionadas 32 proteinas, sendo: Ompl6, Ompl9, Omp25 e Omp31; proteina ribossomal L7/L12;
proteina malato desidrogenase (Mdh); proteinas da superfamilia HAD; proteina CP24, proteina flagelar
FIiN e FlgJ; BP26, urease, proteina chaperona Dnak; chaperona SurA, superdxido dismutase Cu-Zn
(Sod); lumazina sintase (BLS), cadeia alfa de riboflavina sintase (RS-a), lumazina sintase 2 (LS-2), di-
hidrolipoamida succiniltransferase (E20), AdoHcyase, CobB, proteina da familia do fator
transcriptacional AsnC; fosfomanomutase; proteina predita de acil-CoA transferase; proteinas de VirB10,
VirB9, VirB7; proteina de regulador transcriptacional GntR, proteina de superficia celular 31 kDa
(BCSP 31) proteina de choque térmico GroEL, cisteina sintase (cysK), CobB e proteina acessoria de
uréase (UreD2). As sequencias de aminodacidos dessas proteinas foram obtidas do NCBI (do inglés
National Center for Biotechnology Information - https://www.ncbi.nlm.nih.gov).

Peptideos para alelos de MHC-I (H-2-Ld e H-2-Kd) e MHC-II (H-2-1Ad) de camundongos foram preditos
usando o programa NetMHC 3.4 server e NetMHCII 2.2 server, respectivamente, utilizando os
pardmetros default para a predicéo.

2.4 CONSTRUCAO DA PROTEINA RECOMBINANTE QUIMERICA

Para a construcdo da proteina recombinante multi-epitopo, peptideos selecionados (Tabela 4.3) foram
adicionados e foram adicionadas as sequéncias linkers (GGG) entre dois epitopos. Uma sequéncia de seis
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histidinas em tandem foi fusionada ao C-terminal para monitorar a expressdo da proteina recombinante
quimérica. A otimizacdo dos cédons do gene da proteina foi analisada por
http://www.ebi.ac.uk/Tools/st/emboss_backtransea/. A sequéncia otimizada para Agrobacterium
tumefaciens foi utilizada para delineamento da proteina recombinante expressa em B. ovis.

2.5 CONSTRUGAO DA CEPA MUTANTE B. ovis AabcBA PRB14

A construgdo do plasmideo pPRB14 (pBluescript, Genscript, EUA) para a delegdo de abcA (BOVAO0500;
GenBank nimero de acesso 5204038) e abcB (BOVA0501; GenBank nimero de acesso 5203285) e
insercdo do gene sintético que consiste do promotor constitutivo SecE de Brucella, proteina recombinante
PRB14 e gene de resisténcia de antibiotico cloranfenicol, conforme ilustrado na Figura 4.1, gerando a
cepa vacinal B. ovis AabcBA PRB14. A regido upstream e downstream consistem de 961 pb e 981 pb,
respectivamente.

AmpR promotor]

(EmpR) N iy Xhol

pPRB14
7260 bp

6xHis

& L |

_| BOVAOSD |—| BOVADSOT i I BOWADEOZ I I BOVAISIE |

Am?
Lipztream Dawnstream

—_— ABOVADS00-501

] ]

£ F BOWABOZ
BOVADS0D BCWVADED1

......................................... > 4363 pb e
| | I |
[ | 581 pb |

@ Promotor SecE

@B Froteina quimérica FRE14
@ Cilorsnfenicol

[} Upstraam = Downstream
F

Genes fragmentados

Figura 4.1. Plasmideo pPRB14: area de delecdo e representacdo do gene clonado contendo promotor
SecE, proteina quimérica e gene que confere resisténcia a Cloranfenicol para esta cepa, e 0s fragmentos
upstream e downstream. CmR= cassete de resisténcia a Cloranfenicol. F= fragmentos de genes truncados
na mutagénese.
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2.6 ELETROTRANSFORMAGAO, SELECAO E AVALIAGAO DE CEPA MUTANTE

B. ovis AabcBA eletrocompetentes foi transformada com o plasmideo pPRB14 (pBluescript) como
descrito anteriormente (Tatum et al., 1992). Resumidamente, para preparo de células B. ovis AabcBA
(Silva et al., 2011a) eletrocompetentes, a bactéria foi inicialmente cultivada em placas de agar triptona de
soja (TSA) com 1% de hemoglobina (Difco, EUA) e canamicina (100 pg/mL) por trés dias a 37°C e 5%
de CO.. As células bacterianas foram ressuspendidas em solucdo salina fosfato estéril (PBS),
centrifugadas a 4000 g por 20 minutos em centrifuga refrigerada a 4°C, e mantidas no gelo nos
procedimentos seguintes. O pellet bacteriano foi ressuspendido em 20 mL de agua destilada estéril
gelada, utilizando pipeta soroldgica de 25 mL estéril gelada e centrifugado novamente como descrito
acima. O pellet de células foi lavado mais duas vezes e ressuspendido na Gltima vez em 1 mL de agua
destilada estéril gelada. O plasmideo pPRB14 foi transformado em Escherichia coli (XL1Blue), extraido
por kit comercial (Plasmid Midi Kit, Qiagen, EUA) e utilizado na transformacdo de B. ovis AabcBA
eletrocompetentes.

Foram adicionados 5 uL de DNA de plasmideo pPRB14 a 50 pL de B. ovis AabcBA eletrocompetentes
em cubeta estéril de eletroporacdo com 0,2 cm (Laboratérios Bio-Rad, Richmond, CA e um aparelho de
transfeccdo de Gene Pulser (Laboratérios Bio-Rad, Richmond, Calif.) em 2,2 kV e 5,4 ms foi utilizado
para transformar B. ovis AabcBA. Em seguida, as células bacterianas foram imediatamente suspendidas
em 1 mL de meio SOCB (6% de caldo de tripcase de soja, 10 mM NacCl, 2,5 mM KCI, 10 mM MgCl,, 10
mM MgSQO4, 20 mM glicose) e 100 pL da solugdo foram plaqueadas em meio TSA com 1% de
hemoglobina sem antibidtico e incubados por 16 horas em 37°C e 5% de CO,. A solu¢do bacteriana
restante foi incubada em shaker a 37°C, 200 rpm por 16 horas e posteriormente plagueada em meio TSA
com 1% hemoglobina e cloranfenicol (20 uL/mL). Posteriormente, as col6nias que cresceram em meio
TSA com 1% de hemoglobina foram recuperadas em 100 pL de PBS estéril, e finalmente cultivadas em
TSA suplementado com 1% de hemoglobina com cloranfenicol. Depois de 4 a 6 dias de incubago, as
coldnias resistentes a cloranfenicol e sensiveis a canamicina (100 pg/mL, Gibco, EUA) e ampicilina (200
pna/mL, Phoneutria, Brasil) foram selecionadas sendo as candidatas cepas mutantes.

2.7 CONFIRMACAO DE CEPA MUTANTE POR PCR E SEQUENCIAMENTO

A cepa mutante foi confirmada por PCR como B. ovis utilizando os iniciadores visando amplificar uma
ilha gendmica especifica, como anteriormente descrito (Xavier et al., 2010) (Tabela 4.2). A extracdo de
DNA foi realizada selecionando col6nias de B. ovis WT e cepa mutante B. ovis AabcBA PRB14, diluidas
em 100 pL de agua destilada estéril, inativada a 100°C por 10 minutos em termobloco e centrifugada por
12.000 x g por 2 minutos. Para PCR, 2 pL de sobrenadante com o DNA foram adicionados a solucéo
contendo 23 pL de mix para PCR comercial (SuperMix; Invitrogen, Brasil), 0,5 pL da solucdo de
iniciadores ORF AO503 Fv e ORF AO503 Rv (25 mM; FW: 5>-GCCTACGCTGAAACTTGCTTTTG-
3’/REV: 5°- ATCCCCCCATCACCATAACCGAAG-3) (Xavier et al., 2010) e 0,25 pL de Tag DNA
polimerase (22 U/mL, Invitrogen, Brasil). Pardmetros de amplificacdo utilizados foram: desnaturacéo a
94°C por 5 minutos, e 35 ciclos de desnaturacdo em 95°C por 1 minuto, anelamento a 57°C por 1 minuto e
extensdo a 72°C por 1 minuto, seguidos de extensdo final a 72°C por 5 minutos. A PCR foi considerada
positiva quando o produto tinha 228 pb (Tabela 4.2).

Usando a sequéncia gendmica de B. ovis (GenBank nimero de acesso CP000709.1) dois pares de
iniciadores foram desenhados para amplificar uma sequéncia da regido downstream (iniciador BO REV) e
sequéncia da regidao AO500 (BO WT FW), sendo iniciadores especificos para B. ovis WT. A delecdo de
fragmentos de abcA e abcB, e a construgdo B. ovis AabcBA PRB14 (Tabela 4.2) foram verificadas por
PCR utilizando o iniciador reverse citado acima que amplifica uma sequéncia da regido downstream
(iniciador BO REV) e o iniciador forward que amplifica uma sequéncia especifica do gene da proteina
quimérica e cloranfenicol (iniciador BO PRB14 FW (Figura 4.2) Assim, a PCR para verificar a delecéo e
insercdo do gene sintético foi realizada utilizando 3 pL do sobrenadante com DNA, adicionados a 20 pL
de mix para PCR comercial (SuperMix; Invitrogen, Brasil), 0,5 uL de cada iniciador forward (25 mM,
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BO PRB14 FW: 5-AGGTTGATCGGGCACGTAAG-3> e BO WT FwW: 5°-
ACGCGATGACATTGACCGTA-3’) e 1 pL de iniciador reverse (25 mM, BO REV: 5’-
TCATCACGGTACTTGGGCTC-3’). Parametros utilizados foram: desnaturacdo a 95°C por 5 minutos;
35 ciclos de desnaturacdo a 95°C por 1 minuto; anelamento em 59°C por 1 minuto e extensdo a 72°C por
1 minuto; e extensdo final a 72°C por 5 minutos. O produto esperado na PCR foi de 331 pb para B. ovis e
857 pb para B. ovis AabcBA PRB14.
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Figura 4.2. Representacdo dos iniciadores para confirmagéo de B. ovis WT e da mutagdo de Brucella ovis
AabcBA PRB14 por PCR. Para B. ovis WT foi utilizado os iniciadores na regido AO500 e na regido
downstream, enquanto que em B. ovis AabcBA PRB14 os iniciadores utilizados amplificavam a regido da
proteina quimérica e sequéncia da regido downstream.

A PCR para andlise de sequenciamento de DNA da cepa mutante B. ovis AabcBA PRB14 foi realizada
utilizando 3 pL do sobrenadante com DNA, adicionados a 19,8 pL de mix para PCR comercial
(SuperMix; Invitrogen, Brasil), 0,5 pL de cada iniciador forward (25 mM, BO RBB14 seq FW: 5’-
AAGATGTGGCGTGTTACGGT-3” ¢ BO501 seq FW: 5>-TGTTTGAAGGAGCCGGAGAC-3), 1 pL de
iniciador reverse (25 mM, BO503 seq RV: 5’-TTTGCAGCCATGGGATTTGC-3") (Figura 4.3) ¢ 0,2 puL
de Tag DNA polimerase (Invitrogen, Brasil). Pardmetros utilizados foram: desnaturagdo a 95°C por 5
minutos; 35 ciclos de desnaturacdo a 95°C por 1 minuto; anelamento a 57°C por 1 minuto; extenséo a
72°C por 2 minuto; e extensdo final a 72°C por 7 minutos. A PCR foi considerada positiva quando o
produto tinha 1511 pb para B. ovis e 1749 pb para B. ovis AabcBA PRB14. Amplicons foram purificados
pelo método de polietileno glicol (PEG) para precipitacdo de DNA, como descrito na literatura (Louise et
al., 1983), e sequenciados por eletroforese capilar no equipamento ABI13130. Dados foram analisados
pelo programa de scanner de sequéncia (Applied Biosystems)
(https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=catNavigate2 &catID=600583&tab=D
etaillnfo) e Blast (https://blast.ncbi.nIm.nih.gov/Blast.cqi).
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Figura 4.3. Representacdo dos iniciadores para sequenciamento da cepa mutante Brucella ovis AabcBA
PRB14. Para a cepa AabcBA PRB14 os iniciadores utilizados amplificavam a regido do cloranfenicol e
sequéncia da regido BOVA503.

Os produtos amplificados foram corridos em gel de eletroforese de agarose 1,5% e corados com
SYBR®Safe DNA Gel (Invitrogen, EUA). Foram utilizados 4 pL de padrdo de peso molecular (Mid
Range DNA Ladder, Jena Bioscience, Alemanha ou 1Kb Plus DNA Ladder, Invitrogen, EUA).

Tabela 4.2. Sequéncia de iniciadores utilizados em PCR convencional para a confirmacdo de mutagénese em
Brucella ovis.

Iniciador Sequéncia (5°- 3°) Produto Referéncia

ORF AO503 Fw GCCTACGCTGAAACTTGCTTTTG 228 pb (B. ovis WT e B. ovis  Xavier et al., 2010
ORF AO503 Rv ATCCCCCCATCACCATAACCGAAG PRB14)

BO PRB14 Fw AGGTTGATCGGGCACGTAAG 331 pb (B. ovis WT) Silva et al., 2015a
BO Rv TCATCACGGTACTTGGGCTC 857 pb (B. ovis PRB14) Este estudo

BO WT Fw ACGCGATGACATTGACCGTA

BO RBB14 seq Fw AAGATGTGGCGTGTTACGGT WT: 1511 pb (B. ovis WT) Este estudo
B0503 seq Rv TTTGCAGCCATGGGATTTGC 1749 pb (B. ovis PRB14)

B0501 seq Fw TGTTTGAAGGAGCCGGAGAC

2.8 ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA CONTENDO DODECIL SULFATO DE
SODIO (SDS/PAGE)

Foram utilizados 20 pL de lisado bruto de B. ovis AabcBA PRB14 e controle de B. ovis AabcBA, foram
adicionados com 5 pL de SDS tampdao de amostra (25% de solugdo a 0,5 M Tris-HCI - Invitrogen, EUA,
pH 6,8; 20% de glicerol; 4% de betamercaptoetanol; 0,2% de azul de bromofenol; 4% de SDS). As
amostras foram aquecidas a 100°C por 5 minutos e submetidas em seguida ao SDS-PAGE. Foram
utilizados 20 uL de marcador de massa molecular para proteina (SeeBlue™ Plus2, Invitrogen, EUA).
Para o SDS-PAGE, inicialmente, preparou-se o gel de separacéo a 12% utilizando acrilamida 30% (29%
de acrilamida - Invitrogen, EUA; 1% N,Nmetileno-bis-acrilamida - Invitrogen, EUA), 1,5 M Tris-HCI pH
8,8 (Invitrogen, EUA), SDS (dodecil sulfato de sodio) 10%, persulfato de amonio 10% e TEMED
(Invitrogen, EUA). Em seguida, o gel de concentracdo a 4% foi preparado usando solucdo de acrilamida
30%, 0,5 M de Tris-HCI pH 6,8, SDS 10%, persulfato de aménio 10% e de TEMED (Invitrogen, EUA)
(Neuhoff et al., 1988).

A eletroforese ocorreu em tampao Tris-glicina pH 8,0 (Tris 25 mM, Glicina 0,25 mM, SDS 0,1%) com

40V por 1 hora e 100 V para o restante do tempo de corrida. O gel foi corado por solucdo de azul de
Coomassie (25% de metanol, 5% de acido acético e 0,1% de azul brilhante de Coomassie G-250).
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2.9 ANALISE DE EXPRESSAO DA PROTEINA RECOMBINANTE QUIMERICA EM B. ovis
AabcBA PRB14 POR WESTERN BLOT

A expressdo de proteina quimérica em B. ovis AabcBA PRB14 foi detectada por Western blot utilizando
anticorpo anti-his. Aliquota de lisado bruto de B. ovis AabcBA PRB14 e controle negativo de B. ovis
AabcBA foram submetidas a SDS-PAGE. Posteriormente, as proteinas foram transferidas para
membranas de polyvinylidene difluoride (PVDF) com microporos de 45 pc (Immobilon®-P, Millipore,
EUA), a 115 V, 350 mA em 4°C por 1 hora, utilizando o sistema Mini Trans-Blot (BioRad, EUA),
imersas em tampé&o de transferéncia contendo 48 mM de Tris base, 39 mM de glicina, 20% v/v de alcool
metilico. Em seguida a membrana foi incubada por 1 hora, sob agitacdo em solucédo de bloqueio [5% p/v
de leite em po6 desnatado dissolvido em TBS-Tween 0,1% (50 mM tris, 150 mM NaCl, pH 7,5) e 0,1%
viv de Tween® 20 (Sigma Life Science, EUA) (TTBS)]. Posteriormente, realizou-se trés lavagens da
membrana com TTBS, por 5 minutos, e em seguida a membrana foi incubada com anticorpo primario
anti-his (1:3000, Thermo scientific, EUA), diluido em solucdo de TTBS com com 2% de leite desnatado
em po, por 18 horas a 4°C, sob agitacdo. A membrana foi lavada trés vezes com TTBS e incubada com
1gG anti-camundongo conjugado com peroxidase (goat anti-mouse 1gG-HRP; Thermo scientific, EUA),
na diluigdo 1:2000 por 1 hora a temperatura ambiente. Novamente, a membrana foi lavada trés vezes com
TTBS e finalmente, aplicou-se o cromdgeno DAB (3, 3’-diaminobenzidina - Millipore, Brasil) sobre a
membrana e incubou-se até o aparecimento de bandas, quando a membrana foi lavada com éagua
destilada.

2.10 AVALIACAO IN VITRO DA INFECGCAO E SOBREVIVENCIA DE B. ovis AabcBA PRB14 EM
MACROFAGOS MURINOS

Macrofagos RAW 264.7 foram usados para avaliar a sobrevivéncia da mutante B. ovis PRB14 comparada
com as cepas B. ovis WT (ATCC 25840) e B. ovis AabcBA. Resumidamente, os macrofagos foram
cultivados em meio RPMI (1640, Gibco, Invitrogen) com suplementacdo de 10% de soro fetal bovino
(SFB) e adicionados em placas de cultivo celular de 96 well (Sarstedt, Sdo Paulo, Brasil) (5 x 10*
macro6fagos/well) com meio completo sem adicéo de antibidtico por 18 horas a 37°C com 5% de CO,. As
células foram infectadas com multiplicidade de infeccdo (MOI) de 1:100, em seguida, as placas foram
centrifugadas 1.000 x g por 5 minutos e incubadas por 30 minutos a 37°C. Depois de lavadas uma vez
com PBS, as células foram incubadas com meio RPMI suplementado com 10% de SFB e 50 pg/mL de
gentamicina (Invitrogen, Sdo Paulo, Brasil) por 1 hora a 37°C, objetivando a morte bacteriana
extracelular. O meio de cultivo foi substituido por meio completo contendo 25 pg/mL de gentamicina
(Invitrogen, S&o Paulo, Brasil) e incubado a 37°C por 0, 4, 24, 48 horas p6s infeccdo. Em diferentes
tempos pds infecgdo, as células foram lavadas uma vez com PBS e lisadas com agua destilada estéril por
20 minutos e o sobrenadante foi submetido a diluicdo seriada em PBS para a contagem de UFC, em
placas de TSA com 1% hemoglobina sem antibidtico (B. ovis WT), com canamicina (B. ovis AabcBA) e
com cloranfenicol (B. ovis AabcBA PRB14). Esses ensaios foram realizados em triplicatas e repetidos
duas vezes.

2.11 AVALIACAO DA ATENUAGCAO DE CEPA MUTANTE B. ovis AabcBA PRB14 EM
CAMUNDONGO BALB/c

Camundongos BALB/c fémeas de 6 a 7 semanas de idade foram mantidos em gaiolas em instalacfes de
Biosseguranca nivel 2. Trés grupos com cinco camundongos cada, foram inoculados intraperitonealmente
(i.p.) com uma Unica dose de 100 pl de suspensdo com 1 x 106 UFC/animal de B. ovis AabcBA PRB14 ou
B. ovis AabcBA ou B. ovis WT (ATCC 25840) em PBS. Uma semana ap0s a infec¢do, os camundongos
foram eutanasiados com uma dose letal de cloridrato de xilazina 2% (0,6 mg/animal) e cloridrato de
cetamina 1% (27 mg/animal) por via intraperitoneal (i.p.), seguida de deslocamento cervical. O bago e
figado foram coletados assepticamente, pesados e homogeneizados em tubos com 2 mL de PBS estéril
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usando um homogenizador de tecido (Ultra Stirrer; Biotech, Brasil). Diluices seriadas foram realizadas e
aliquotas de 100 uL de diferentes diluicdes seriadas foram plagueadas em duplicata em TSA com 1% de
hemoglobina ou TSA com 1% de hemoglobina-canamicina (100 pg/mL, Gibco, Invitrogen, Brasil) ou
TSA com 1% de hemoglobina-cloranfenicol (20 pg/mL, Sigma, EUA), incubadas a 37°C e 5% de CO,, e
avaliadas por 4 a 7 dias. Niveis de infeccdo foram expressos em média = desvio padrao de log UFC/6rgédo
individual.

Para histopatologia, fragmentos de baco e figado foram fixados por imersao em formol tamponado a 10%
por 24 horas, seguidos por desidratacdo em alcool crescente, diafanizagdo em xilol e incluidas em
parafina. Os fragmentos foram seccionados em 4 um de espessura e corados por hematoxilina e eosina
(HE) para avaliagéo histopatoldgica.

Imuno-histoquimica foi realizada como previamente descrita (Xavier et al., 2009) para fragmentos de
figado e bago. Resumidamente, cortes histologicos de bago e figado foram desparafinizados, hidratados e
incubados em solugdo de perdxido de hidrogénio a 3% em tampdo fosfato (PBS), por 20 minutos, trés
trocas. Posteriormente as trés lavagens em PBS, realizou-se o bloqueio das ligagdes inespecificas com
solugdo de bloqueio (5% p/v de leite em pd desnatado dissolvido em PBS) por 1 hora. As sec¢des de
tecidos foram transferidas para cdmara Umida e incubadas com anticorpo priméario (1:1000, coelho
experimentalmente infectado com B. ovis 1 x 10° UFC) por 1 hora em temperatura ambiente. Entéo, as
seccOes de tecidos foram lavadas trés vezes com PBS e incubadas com anticorpo secundéario biotinilado
(coelho e camundongo) por 40 minutos, posteriormente foram lavadas trés vezes com PBS e incubadas
com streptavidina-peroxidase de kit comercial (LSAB2 System-HRP kit; Dako, EUA), por 20 minutos.
Utilizou-se o cromdgeno AEC (3-amino-9-etilcarbazol, Dako, EUA) para revelar a reacdo e contra
coloracdo com hematoxilina de Meyer.

2.12 PREPARACAO DE MICROCAPSULAS CONTENDO B. ovis AabcBA PRB14 E B. ovis AabcBA

Céapsulas de B. ovis AabcBA e B. ovis AabcBA PRB14 com 1 x 10° UFC/mL foram preparadas por
metodologia previamente descrita (Arenas-Gamboa et al.,, 2008) com minimas modificacdes.
Resumidamente, as bactérias foram cultivadas em placas de &gar triptona de soja (TSA) com 1% de
hemoglobina, suplementadas com antibi6tico adequado para cada cepa mutante, por trés dias em 37°C e
5% de CO,. Foram ressuspendidas as células bacterianas em solu¢do salina estéril (PBS), resultando em 5
x 10 UFC/mL e centrifugadas a 4000 g por 10 minutos. O pellet bacteriano foi ressuspendido em 840
pL de solucdo de MOPS (10 mM MOPS, 0,85% NaCl [pH 7.4], Sigma-Aldrich, Brasil) e 4,16 mL de
solugdo de alginato (1,5% sal de sdédio de &cido alginico, Sigma-Aldrich, Brasil, 10 mM MOPS, 0,85%
NaCl [pH 7.3]). Uma aliquota foi diluida e plaqueada em TSA com 1% de hemoglobina para confirmar o
indculo. A suspensdo bacteriana foi passada em seringa e gotejada com agulha 0,23 x 4 mm em solugdo
de polimerizagdo (cloreto de calcio 100 mM, MOPS 10 mM, NaCl 0,85%) para formar as cépsulas e em
seguida, homogeneizadas por 15 minutos em homogeneizador de placas, temperatura ambiente e
velocidade lenta. Cépsulas formadas foram lavadas duas vezes com solucdo de MOPS por 5 minutos e em
seguida, foram adicionadas a solucdo de poly-L-lisina 0,05% (peso molecular 15.000 a 30.000, Sigma-
Aldrich, Brasil) diluida em solugéo de polimerizagdo, por 10 minutos. Depois de lavar uma vez com
solucdo de MOPS, as capsulas foram agitadas em solucdo de alginato (0,03%, MOPS 10 mM, NaCl
0,85%), por 5 minutos e entdo retirada a solucéo de alginato 0,03%, obtendo ao final o volume desejado
de céapsulas.

Para determinar a viabilidade bacteriana e a quantidade de bactérias por mL de céapsulas de alginato
(UFC/mL) po6s encapsulamento, foi retirado 1 mL de capsulas de cada cepa mutante antes da adi¢éo de
poly-L-lisina 0,05%, e entdo foram dissolvidas em 1 mL de solucao de despolimerizagao (citrato de sodio
50 mM, 0,45% NaCl, 10 mM MOPS [pH 7,2]) sob homogeneizacdo por 10 minutos e plagueadas em
meio TSA com 1% de hemoglobina.
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2.13 VACINACAO

Sessenta camundongos BALB/c, fémeas de 6 a 8 semanas, foram randomicamente divididos em 12
grupos de 5 animais cada. Trés grupos foram vacinados por via subcutanea (s.c.) com B. ovis AabcBA
PRB14 encapsulada e trés grupos com B. ovis AabcBA encapsulada, usando a mesma dose para cada
vacina, 1 x 108 UFC/100 pL/camundongo. Trés grupos foram inoculados subcutaneamente com 100 pL
de PBS (grupo controle ndo vacinado) e outros trés grupos com 1 x 10° UFC/100 pL/camundongo com B.
abortus cepa S19 (grupo controle positivo) de acordo com o protocolo da OIE (OIE, 2008).

2.14 EXPERIMENTO DE PROTECAO EM BALB/c

Quatro semanas apds a imunizacdo, camundongos de cada grupo foram desafiados por via intraperitoneal
(i.p.) com cepas virulentas de B. abortus 2308, B. ovis ATCC 25840, B. suis 1330, com 10° UFC por
animal. Duas semanas ap6s o desafio, os camundongos foram eutanasiados com cloridrato de xilazina 2%
(0,1 mg/kg) e cloridrato de cetamina 1% (35 mg/kg) por via intraperitoneal, seguida de deslocamento
cervical. Em seguida, o baco foi removido assepticamente, pesado em tubo falcon de 50 mL, e
homogeneizado em 2 mL de solucdo de PBS estéril utilizando um mixer (Hamilton Beach, EUA). Cada
amostra foi submetida a diluigdes seriadas, plagqueadas em &gar TSA com 1% de hemoglobina em
duplicatas, e incubadas por 5 a 7 dias de crescimento a 37°C em 5% de CO; para determinar a carga
bacteriana de B. abortus 2308, B. ovis ATCC 25840 e B. suis 1330 por grama de baco. No caso dos
grupos controles imunizados com B. abortus S19, homogenizado de bago foi cultivado em paralelo em
meio seletivo (0,1% eritritol, inibidor seletivo do crescimento de cepa S19, Sigma, Aldrich, Brasil) e em
condicdo ndo seletiva, para diferenciagdo de UFC de cepa utilizada na imunizacdo e cepa desafio. Para
animais de grupos vacinados com B. ovis AabcBA e B. ovis AabcBA PRB14, as diluigdes seriadas do bago
foram cultivadas em paralelo em meio seletivo (TSA com 1% de hemoglobina com 100 pg/mL de
canamicina ou 20 pg/mL de cloranfenicol, respectivamente) e cultivadas em meio ndo seletivo, para
realizar a diferenciagdo de UFC de cepa utilizada na imunizacio e cepa desafio. indice de protecéo foi
obtido por subtracdo da média logio UFC do grupo experimental da média logio UFC do grupo controle
negativo.

Para histopatologia, fragmentos de baco e figado foram fixados por imersédo em formol tamponado a 10%
por 24 horas, seguidos por desidratacdo em &lcool crescente, diafanizacdo em xilol e incluidos em
parafina. Os fragmentos foram seccionados em 4 pm de espessura e corados por hematoxilina e eosina
(HE) para avaliacéo histopatoldgica. Os camundongos que foram vacinados subcutaneamente com B. ovis
AabcBA PRB14 encapsulada ou B. ovis AabcBA encapsulada, foram coletados fragmentos de tecido
subcutaneo do local de vacinagéo, processados histologicamente como descrito acima e processados para
imuno-histoquimica como citado no item 3.11.

2.15 ANALISE ESTATISTICA

Os valores de UFC da avaliacdo in vitro da infeccdo e sobrevivéncia de B. ovis AabcBA PRB14 em
macrofagos murinos, e a intensidade da infeccdo (eliminacdo bacteriana e eficacia da vacina) em cada
tempo estudado foram transformados logaritmicamente, expressos em média e desvio padrdo e
submetidos a anélise de variancia (ANOVA). indice de protecéo foi calculado subtraindo a média em Log
do grupo vacinal da média do grupo controle PBS. Médias foram comparadas por teste de Tukey
(GraphPad Prism 5.0). Valores de p <0,05 foram considerados estatisticamente significativos.

3. RESULTADOS

3.1 PREDICAO DE EPITOPOS

Trinta e duas proteinas foram selecionadas, tiveram as suas sequéncias obtidas no NCBI e submetidas a
predicdo in silico de epitopos de células T. Essas sequéncias possibilitaram a sele¢do de 14 epitopos de
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células T (Tabela 4.3) para MHC de classe | e Il. Os 14 peptideos selecionados, com forte afinidade a
MHC, foram originados de 10 proteinas imunogénicas, que incluem Omp16, Omp19, Omp31, Mdh, Had
superfamily, Predicted acyl-CoA transferase, CP24, Flin, BP26 e urease. A localizacdo de cada epitopo
com forte afinidade para alelos H-2-Ld, H-2-Kd e H-2-1Ad de camundongos foi predita e identificada
(Tabela 4.3).

Tabela 4.3. Epitopos/peptideos preditos por analise in silico.

Nome da proteina Peptideo predito MHC Alelo Score Afinidade
BP26 SPDMAILNL MHC I H-2-Ld 37 forte
CP24 MPINQVANI MHC | H-2-Ld 29 forte
FIiN MPVSSLMKL MHC | H-2-Ld 35 forte
Mdh FYAPAASAI MHC I H-2-Kd 7 forte
Mdh MYVGVPTVI MHC | H-2-Kd 20 forte
Mdh IPLPDLVKM MHC | H-2-Ld 21 forte
Omp16 SPIAIALFM MHC | H-2-Ld 5 forte
Omp19 LPPASAPDL MHC | H-2-Ld 19 forte
Omp19 FPNAPSTDM MHC | H-2-Ld 22 forte
Omp31 MFATSAMAADVVVSE MHC 1l H-2-1Ad 45.4 forte
Predita acyl-CoA QFAGGLSY!I MHC | H-2-Kd 28 forte
transferase

Predita acyl-CoA YSVIAIQSALIMRAR MHC 11 H-2-1Ad 46.0 forte
transferase

Superfamilia HAD RPIASLHAL MHC | H-2-Ld 13 forte
Urease TFLRAIQTADAMKKA MHC Il H-2-1Ad 46.4 forte

3.2 CONSTRUGAO DA PROTEINA QUIMERICA RECOMBINANTE PRB14

Os epitopos identificados na Tabela 4.3 foram utilizados na construgdo da proteina quimérica
recombinante. Finalmente, 28 epitopos foram utilizados para a construcdo. Para conectar os epitopos
utilizamos uma sequéncia linker de GGG, além disso, fusionamos ao C-terminal uma sequéncia de seis
histidinas em tandem. O design final da proteina esta mostrado abaixo na Figura 4.4.

MFYAPAASAIGGGRPIASLHALGGGLPPASAPDLGGGMYVGVPTVIGGGIPLPDLVKMGGGFPNAPSTDMG
GGQFAGGLSYIGGGMPINQVANIGGGMPVSSLMKLGGGSPDMAILNLGGGMFATSAMAADVVVSEGGGYS
VIAIQSALIMRARGGGTFLRAIQTADAMKKAGGGSPIAIALFMGGGSPIAIALFMGGGFYAPAASAIGGGRPI
ASLHALGGGLPPASAPDLGGGMYVGVPTVIGGGIPLPDLVKMGGGFPNAPSTDMGGGQFAGGLSYIGGGM
PINQVANIGGGMPVSSLMKLGGGSPDMAILNLGGGMFATSAMAADVVVSEGGGYSVIAIQSALIMRARGGG
TFLRAIQTADAMKKAGGGHHHHHH

Figura 4.4. Design final da proteina quimérica recombinate PRB14 de Brucella com 28 epitopos
(vermelho), sequencia linker de GGG (preto) e seis histidinas no C-terminal (verde).

3.3 MUTAGENESE

A amostra mutante B. ovis AabcBA PRB14 gerada neste estudo foi confirmada pela anélise de PCR. O
gene de B. ovis BOVAOS503 presente em uma ilha genémica especifica dessa espécie foi conservado
nessa cepa mutante (228 bp). A cepa B. ovis WT (ATCC 25840) foi utilizada como controle positivo para
todas as PCR (Figura 4.5A).
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Figura 4.5. (A) Confirmagdo da cepa AabcBA PRB14 pertencente a espécie Brucella ovis pela PCR.
Amplificagdo de fragmento de 228 pb do fragmento do gene de B. ovis BOVAO503 presente em uma ilha
gendmica especifica dessa espécie. Amostra 1: B. ovis WT (controle positivo); Amostra 2: B. ovis
AabcBA PRB14; Amostra 3: controle negativo. (B) Confirmacdo da mutagénese de Brucella ovis AabcBA
PRB14 pela PCR. Amplificacéo de fragmento de 857 pb na amostra mutante resultante do gene sintético
de PRB14. Amostra 1: B. ovis WT; Amostra 2: B. ovis AabcBA PRB14; Amostra 3: controle negativo.
(C) Confirmacdo de mutagénese de Brucella ovis AabcBA PRB14 por PCR para sequenciamento.
Amplificagdo de fragmento de 1511 pb presente na amostra virulenta de referéncia B. ovis WT (ATCC
25840). Na cepa mutante B. ovis AabcBA PRB14 a insercao do gene sintético resultou na amplificacao de
um produto maior (1749 pb). Amostra 1: B. ovis WT (ATCC 25840); Amostra 2: B. ovis AabcBA PRB14;
Amostra 3: controle negativo.

O plasmideo pPRB14 foi eletroporado com MicroPulser Eletroporador (Laboratérios Bio-Rad, Canadé)
em B. ovis AabcBA gerando a delecdo dos genes abcA e abcB e insercdo do gene sintético PRB14.
Coldnias sensiveis a ampilicina e canamicina e resistentes a cloranfenicol foram selecionadas e analisadas
por PCR para confirmar a mutacdo. A cepa mutante B. ovis AabcBA PRB14 diferencia
bacteriologicamente de B. ovis WT e B. ovis AabcBA, por adquirir resisténcia ao antibiético cloranfenicol
utilizado na construcdo. A delecdo dos genes abcBA e a inser¢do do gene sintético teve éxito (Figura
4.5B) gerando a amplificacdo de um fragmento maior (857 pb) que a amostra virulenta de B. ovis (ATCC
25840) (331 ph).

A cepa mutante foi confirmada por sequenciamento por eletroforese capilar. Os nucleotideos da
sequéncia flanqueada a insercdo do gene sintético foram comparados com o banco de dados do genoma
de B. ovis disponiveis no NCBI (BLAST). O sequenciamento demonstrou que o gene PRB14 foi inserido
corretamente.

3.4 A CEPA MUTANTE B. ovis AabcBA PRB14 E CAPAZ DE EXPRESSAR A PROTEINA
RECOMBINANTE QUIMERICA
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Para analisar a presenca de proteina quimérica, extratos de células bacterianas foram lisados e submetidos
a SDS-PAGE e Western blot utilizando o anticorpo anti-histidina que se ligara a cauda de histidina
presente na cepa bacteriana mutante. O SDS-PAGE nao foi capaz de detectar uma quantidade suficiente
da proteina no extrato proteico (dados ndo mostrados), entretanto, 0 Western blot detectou a proteina
PRB14 que migra como uma molécula de 36,45 kDa (Figura 4.6).

Figura 4.6. Western blot de diferentes cepas de Brucella ovis. Lisado de células de B. ovis AabcBA
PRB14 foi submetida a eletroforese e transferida, e a cauda de histidina foi detectada com o uso de
anticorpo anti-his.

3.5 B. ovis AabcBA PRB14 E ATENUADA EM MACROFAGOS

Brucella é capaz de infectar e multiplicar em células fagociticas profissionais. A infeccdo ocorre em duas
fases, de invasdo e replicacdo. Nos tempos de 0 a 8 horas pés infec¢do ocorre a fase de invasao, periodo
em que a Brucella ndo replica no interior das células, entretanto, apos esse periodo, na fase de replicacéo,
Brucella alcanga o reticulo endoplasmaético rugoso e inicia a multiplicacdo (Pizarro-Cerda et al., 1998).

O numero de bactérias viaveis em macréfago murino foi contado nos tempos de 0, 4, 24 e 48 horas pés
infeccdo. Como mostra a Figura 4.7, 0 e 4 horas pds-infeccdo 0 mesmo nimero de bactérias intracelulares
foi recuperado de macrdfagos infectados com B. ovis WT, B. ovis AabcBA PRB14 e B. ovis AabcBA. Esse
resultado indica que a presenca da proteina quimérica em B. ovis AabcBA PRB14 ndo altera a invasdo
celular. Depois de 4 horas, B. ovis AabcBA PRB14 e B. ovis AabcBA tem perfis similares de atenuacéo e
tem menores taxas de replicacdo celular do que a cepa selvagem. Em 48 horas p6s-infeccdo, existem 3,5
logs de diferenga de nimero de bactérias que sobrevivem dentro de macrofagos das cepas mutantes
comparadas a cepa selvagem (p<0,01 e p<0,001). Esses resultados demonstram que AabcBA PRB14 tem
limitada capacidade de replicar no interior de macréfagos.
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Figura 4.7. Replicagdo intracelular de diferentes cepas de Brucella ovis. Macr6fagos RAW 264.7 em
placas de 96 pocos foram infectados com 5 x 107 UFC/mL de B. ovis AabcBA ou B. ovis AabcBA PRB14
ou B. ovis WT. O tempo O representa 0 nimero de UFC intracelular uma hora ap6s incubag¢do com
gentamicina. NUmeros de UFC foram determinados nos tempos de 0, 4, 24 e 48 horas pés infeccéo.
Diferenca significativa entre a amostra de referéncia e as cepas mutantes estd indicada por asteriscos
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(**p<0,01; ***p<0,001). Dados sdo de um experimento individual que é representativo de dois
experimentos independentes.

3.6 A CEPA MUTANTE B. ovis AabcBA PRB14 E ATENUADA EM CAMUNDONGOS BALB/c

A recuperacdo de B. ovis AabcBA PRB14, B. ovis AabcBA e B. ovis WT (ATCC 25840) de baco e figado
de camundongos foi estudada como descrito em materiais e métodos. Uma semana apés a infecgdo, a
persisténcia da cepa mutante B. ovis AabcBA PRB14 e B. ovis AabcBA no bago de camundongos
inoculados com 108 UFC por camundongo foi reduzida 3,5 logs (p<0,01) comparada a cepa selvagem WT
(Figura 4.8A). A recuperagdo das cepas mutantes no figado de camundongos foi aproximadamente 3,5
logs menor que a cepa selvagem WT (Figura 4.8B).
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Figura 4.8. Persisténcia de Brucella ovis AabcBA, B. ovis AabcBA PRB14 e B. ovis WT em bago e figado
de camundongos infectados com diferentes cepas de Brucella ovis sete dias apds a infeccéo.
Camundongos foram inoculados intraperitonealmente (i.p.) com 108 UFC/camundongo de B. ovis
AabcBA, B. ovis AabcBA PRB14 e B. ovis WT e eutanasiados 7 dias pés infecgdo. (A) Baco. (B) Figado.

Os resultados indicam que a persisténcia de B. ovis AabcBA PRB14 em baco e figado de camundongos é
reduzida, confirmando sua atenuacdo in vivo, semelhante a amostra mutante B. ovis AabcBA.

Baco e figado de camundongos BALB/c infectados com AabcBA PRB14 ndo desenvolveram
esplenomegalia e hepatomegalia comparado a camundongos infectados com cepa B. ovis WT (Figura
4.9).

Figura 4.9. Alteracbes macroscépicas de baco e
intraperitonealmente com Brucella ovis AabcBA (A), B. ovis AabcBA PRB14 (B) e B. ovis WT (C),
mostrando esplenomegalia e hepatomegalia em camundongos infectados com cepa selvagem.

Microscopicamente, no figado de camundongos infectados com B. ovis AabcBA PRB14 apresentam
infiltrado inflamatério multifocal discreto, constituido por neutréfilos, linfocitos e macrdfagos,
caracterizando micogranulomas hepaticos, semelhantes aos observados em camundongos infectados com
B. ovis AabcBA (dados ndo mostrados). No figado de camundongos infectados com B. ovis WT havia
multiplos microgranulomas, em quantidade moderada (Figura 4.10).
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Figura 4.10. Flgado de camundongo BALB/c infectado com Brucella ovis AachA PRB14 (A) e B. ovis
WT (B) sete dias ap0s a infec¢do. Microgranuloma focal discreto em figado de camundongo infectado
com B. ovis AabcBA PRB14 (A) comparado a multifocais microgranulomas em figado de camundongo
infectado com B. ovis WT. Coloracéo de hematoxilina e eosina (HE). Barra: 50 pm.

Microscopicamente, o bago apresentou discreto infiltrado inflamatério histiocitario, com alguns
neutrdfilos na polpa vermelha de camundongos infectados com B. ovis AabcBA PRB14 (Figura 4.11A),
enquanto animais infectados com a cepa virulenta B. ovis WT havia intenso infiltrado inflamatorio
histiocitario e neutrofilico multifocal (Figura 4.11B). O resultado de imuno-histoquimica estad de
concordancia com os baixos valores de colonizagdo bacteriana descritos anteriormente na contagem de
UFC de baco e figado para a cepa mutante B. ovis AabcBA PRB14 (Figura 4.11C).
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Figura 4.11. Hlstologla e imuno-histoquimica de bago de camundongos BALB/c infectados com
Brucella ovis AabcBA PRB14 (A e C) e B. ovis WT (B e D). (A). Discreto infiltrado inflamatorio
hsitiocitario, com alguns neutréfilos na polpa vermelha no bago de camundongos infectados com B. ovis
AabcBA PRB14. Barra: 100 um. (B). Microgranulomas multifocais intensos (seta) na polpa vermelha do
baco de camundongos infectados com cepa B. ovis WT. Barra: 100 um. (C). Imunomarcacgdes discretas
de antigenos de Brucella sp. intracitoplasméaticos em macr6fagos. Barra: 20 um. (D). Imunomarcacdes
intensas de antigenos de Brucella sp. intralesionais em macréfagos em microgranulomas. Barra: 20 um.
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3.7 PADROES DE ALTERACOES MACROSCOPICAS DE CAMUNDONGOS BALB/c
IMUNIZADOS COM DIFERENTES CEPAS DE BRUCELLA E DESAFIADOS COM B. ABORTUS, B.
oVviIs E B. suls

Os camundongos ndo imunizados (PBS), ou imunizados com B. ovis AabcBA PRB14 encapsulada (B) ou
B. ovis AabcBA encapsulada e desafiados com B. abortus apresentaram esplenomegalia (Figura 4.12). Os
camundongos BALB/c imunizados com B. ovis AabcBA PRB14 encapsulada e desafiados com B. ovis,
ndo apresentaram esplenomegalia (Figura 4.13B), ja os camundongos imunizados com essa mesma cepa e
desafiados com B. suis apresentaram intensa esplenomegalia (Figura 4.14B). Todos os camundongos
vacinados com B. abortus S19 e desafiados com as diferentes cepas virulentas, ndo desenvolveram
alteragBes macroscoépicas (Figura 4.12D, 4.13D e 4.14D).
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Figura 4.12. Alteragdes macroscOpicas no figado e baco de camundongos BALB/c ndo imunizados
(PBS) (A), imunizados com Brucella ovis AabcBA PRB14 encapsulada (B), ou com B. ovis AabcAB
encapsulada (C) ou Brucella abortus S19 (D) e desafiados com B. abortus 2308. Esplenomegalia
acentuada e hepatomegalia discreta (A, B e C), exceto nos camundongos imunizados com S19 (D).
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Figura 4.13. Alteragdes macroscopicas no figado e baco de camundongos BALB/c ndo imunizados
(PBS) (A) ou imunizados com Brucella ovis AabcBA PRB14 encapsulada (B) ou B. ovis AabcBA
encapsulada (C) ou Brucella abortus S19 (D) e desafiados com B. ovis WT (ATCC 25840).
Esplenomegalia e hepatomegalia discreta (B e C) e ausente em camundongos imunizados com S19 (D).
Esplenomegalia acentuada e hepatomegalia discreta em camundongos do grupo controle PBS (A).
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Figura 4.14. Alteracdes macroscopicas representativas de figado e bago de camundongos BALB/c néo
imunizados (PBS) (A) ou imunizados com Brucella ovis AabcBA PRB14 encapsulada (B) ou B. ovis
AabcBA encapsulada (C) ou B. abortus S19 (D) e desafiados com B. suis 1330. Esplenomegalia
acentuada e hepatomegalia discreta (A, B e C), exceto nos camundongos imunizados com S19 (D).
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3.8 PADROES DE LESOES HISTOPATOLOGICAS EM FIGADO E BAGCO DE CAMUNDONGOS
BALB/C IMUNIZADOS COM DIFERENTES CEPAS DE BRUCELLA E DESAFIADOS COM B.
ABORTUS, B. ovis E B. suls

Os exames histopatolégicos de bacgo e figado foram realizados para investigar os efeitos patolégicos de
cepas de Brucella em camundongos BALB/c. Os camundongos ndo imunizados (PBS) e desafiados com
B. abortus, B. ovis e B. suis apresentaram intenso infiltrado de células inflamatérias histiocitarias, com
numerosos neutréfilos na polpa vermelha do baco. Ja a amostra mutante AabcBA PRB14 protegeu os
camundongos contra o desafio com a cepa virulenta B. ovis, fato demonstrado pelo minimo infiltrado
inflamatorio nos dérgédos analisados, enquanto, que a imuniza¢do com AabcBA PRB14 e desafio com B.
abortus e B. suis resultaram em infiltrado inflamatorio histiocitario e neutrofilico multifocal moderado no
baco e figado. O mesmo padrdo de lesdo histopatolégica foi observado nos camundongos BALB/c
imunizados com AabcBA e desafiados com essas cepas de Brucella. Foram encontradas lesdes
histopatolégicas minimas nos tecidos de camundongos vacinados com S19.

3.9 PROTECAO CONFERIDA POR VACINACAO COM B. ovis AabcBA PRB14 EM
CAMUNDONGOS BALB/c

Experimentos de imunizagdo com camundongos foram realizados com a cepa mutante B. ovis AabcBA
PRB14 para determinar a protecdo imunoldgica conferida contra B. abortus, B. suis e B. ovis. A mutante
AabcBA PRB14 protegeu camundongos apods o desafio com a cepa virulenta B. ovis, conferindo reducéo
da carga bacteriana no bago desses animais comparada a camundongos BALB/c controle ndo imunizados,
entretanto, ndo conferiu protecdo a camundongos desafiados com B. abortus e B. suis.

Tabela 4.4. Protecéo contra Brucella abortus, Brucella ovis e Brucella suis em camundongos imunizados
com as cepas Brucella ovis AabcBA PRB14 ou Brucella ovis AabcBA ou Brucella abortus S19.

Vacina Média logio UFC £ DP em bago Log,o de protecdo
Desafio B. abortus (10°)

Controle (PBS) 7,11+0,20

B. ovis AabcBA PRB14 7,03+0,18 0,08

B. ovis AabcBA 7,21+0,30 -0,10

B. abortus S19 5,48 £ 1,93 1,63
Desafio B. ovis (10°%)

Controle (PBS) 6,17 £ 0,15

B. ovis AabcBA PRB14 5,69 + 0,68 0,48

B. ovis AabcBA 5,57 £ 0,59 0,6

B. abortus S19 4,92+0,71 1,25
Desafio B. suis (10°%)

Controle (PBS) 6,17 £ 0,14

B. ovis AabcBA PRB14 6,0+0,34 0,17

B. ovis AabcBA 6,22 + 0,04 -0,05

B. abortus S19 3,79+1,26 2,37

3.10 LESAO MACROSCOPICA E MICROSCOPICA DO LOCAL DA VACINACAO

Macroscopicamente a cepa B. ovis AabcBA PRB14 encapsulada induziu formacéo de reacdo inflamatoria
granulomatosa no tecido subcutaneo no local de imunizagdo. A reacdo foi observada apds alguns dias
ap0és a imunizacdo e permaneceu até o momento da eutandsia (6 semanas pés vacinacgdo).
Microscopicamente, havia um infiltrado inflamat6rio histiocitario e neutrofilico difuso intenso, com
numerosos macrdfagos epitelioides. Esse infiltrado inflamatdrio se estendia a musculatura estriada
esquelética, causando degeneracdo, necrose e perda de fibras (Figura 4.15C). Por imuno-histoquimica, foi
possivel observar dec¢do de antigenos de Brucella intralesionais (Figura 4.15D).
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Figura 4.15. H|stopatolog|co e imuno- hlstoqmmlca do local de vacmagao de camundongos BALB/c
imunizados com a cepa Brucella ovis AabcBA PRB14 encapsulada, apresentando granulomas. (A): Pele
com ulceracgdo extensa associada a infiltrado inflamatério histiocitario e neutrofilico focalmente extenso e
intenso. Barra: 500 um (B): Pele, infiltrado inflamatério histiocitario e neutrofilico intenso, com
numerosos macréfagos espumosos. Barra: 50 um (C) Degeneracgdo, necrose e perda de fibras musculares
esqueléticas, substituidas por infiltrado inflamatério histiocitario e neutrofilico intenso, com numerosas
bactérias intralesionais imunomarcadas (D). Barra: 50 pum.

4. DISCUSSAO

Inicialmente, demonstramos que a cepa mutante B. ovis AabcBA PRB14 é capaz de infectar macréfagos
RAW e camundongos BALB/c, apresentando o fen6tipo atenuado semelhante a B. ovis AabcBA (Silva et
al., 2011a). Macrofagos RAW permitem a caracterizagdo de infeccdo e trafico intracelular de Brucella
(Silva et al., 2011a). B. ovis WT, B. ovis AabcBA PRB14 e B. ovis AabcBA demonstraram similar
internalizagdo no tempo 0 horas e cinética de infeccdo no tempo 4 horas pés infeccdo, resultados similares
aos encontrados por Silva e colaboradores (2011a), entretanto, no tempo 24 horas, pds-infeccdo as cepas
mutantes sdo atenuadas in vitro, apresentando diminui¢do da carga bacteriana recuperada em macréfagos
infectados com B. ovis AabcBA PRB14 e B. ovis AabcBA comparados com B. ovis WT. Esse resultado foi
similar ao descrito anteriormente em macrdfagos RAW (Silva et al., 2011a), o que suporta que o
transportador ABC ndo é necessario para internalizagdo bacteriana, entretanto é necessario para
sobreviver e multiplicar no nicho replicativo intracelular (Silva et al., 2014). Esses resultados sdo muito
relevantes, pois provam o conceito de que B. ovis AabcBA pode ser utilizada como vetor vacinal. O uso
desta cepa como vetor vacinal proporciona diversas vantagens, por ser uma espécie ndo zoondtica e ndo
causa aborto em fémeas prenhas vacinadas (Poester et al., 2013), pode ser carreadora de antigenos para
prevencdo de infecgdes por outros agentes, particularmente, patégenos intracelulares de relevancia para
ruminantes domesticos. Além disso, a cepa B. ovis AabcBA ndo tem efeito residual para animais
domésticos e, por ser uma cepa rugosa, nao interfere com os testes sorolégicos, 0 que é vantajoso
comparado as atuais vacinas de cepas vivas atenuadas (Vemulapalli et al., 2002; Elzer et al., 2002;
Dorneles et al., 2015)

Avaliamos a resposta protetiva da cepa de B. ovis AabcBA atenuada expressando epitopos preditos de
proteinas imunogénicas conservadas em todas as espécies do género. Os dados mostraram que a
imunizacdo subcutdnea com B. ovis AabcBA PRB14 encapsulada promoveu resposta protetiva em
camundongos BALB/c contra infec¢do com B. ovis, similar a obtida por Silva e colaboradores (2015a),
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entretanto ndo demonstrou protecdo contra desafio com B. suis e B. abortus. Essa protecdo minima ou até
ausente pode estar relacionada com a selecdo de epitopos funcionais e imunogenicidade (Yang et al.,
2013) ou com a capacidade de expressdo da proteina quimérica nesse vetor in vivo. Outro fator relevante
e desvantajoso estd relacionado com a capacidade da célula hospedeira de processar e apresentar
multiplos antigenos simultaneamente em vacinas com multiplos epitopos (Babiuk, 1999; Uppalapati et
al., 2014).

Como nosso estudo, muitos outros pesquisadores tém realizado esforgos na tentativa de desenvolver uma
vacina que gere resposta protetora, entretanto, muitas pesquisas ndo mostram indices de protecéo
significativos no camundongo (Zhao et al., 2009; Yang et al., 2013; Carvalho et al., 2016). Contudo, a
correlagdo entre resposta protetiva no camundongo e hospedeiro natural ndo é bem estabelecida, fato
demonstrado em estudos de protecdo vacinal com a cepa mutante de B. ovis utilizada como vetor neste
estudo (Silva et al., 2015a; Silva et al., 2015b). Experimento com camundongos demonstrou limitada
protecdo contra B. ovis (Silva et al., 2015a), por outro lado, a imunizagcdo de ovinos proporcionou
prevencdo na colonizacdo bacteriana dos 0Orgdos, no desenvolvimento de lesbes macroscépica e
microscadpicas, na eliminagdo de B. ovis no sémen e urina dos animais imunizados (Silva et al., 2015b).

A selecgdo das proteinas utilizadas na anélise de predicéo de epitopos in silico deste estudo foi baseada em
estudo prévio com vacinas contra Brucella em camundongos (Carvalho et al., 2016). Neste estudo,
identificou-se vérias proteinas utilizadas como vacinas de subunidades com protecdo significativa. Os
numerosos estudos desenvolvidos com vacinas de subunidades estfo relacionados com 0s avangos no
sequenciamento completo das espécies de Brucella e identificacdo de regides imunodominates (Cassataro
et al., 2005; Bhattacharjee et al., 2006; Clausse et al., 2013). Além do desenvolvimento de vacinas de
subunidades, abordagens inovadoras tém surgido, abrangendo vacinas multivalentes de proteinas ou
quiméricas, que possam conferir uma melhor prote¢do que a homéloga univalente (Golshani et al., 2015;
Tadepalli et al., 2016).

Ao delinearmos a proteina quimérica PRB14, criamos uma proteina nova de Brucella entretanto, é
aconselhavel que proteinas quiméricas que envolvam duas ou mais subunidades proteicas formando uma
Unica estrutura antigénica, se realize uma andlise estrutural aprofundada (Uppalapati et al., 2014). Tal
abordagem seré realizada nos estudos futuros.

5. CONCLUSAO
A cepa B. ovis AabcBA apresentou resultados bastante promissores como potencial vetor vacinal, uma vez
gue manteve a atenuagdo da cepa parental e foi capaz de expressar uma proteina quimérica recombinante.

A cepa B. ovis AabcBA PRB14 induziu prote¢do contra o desafio com patdgeno B. ovis, entretanto, nao
demonstrou protecéo contra desafio experimental com B. abortus e B. suis.
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CAPITULO V

Expressédo in vitro de proteina quimérica recombinante de Brucella e seu uso na imunizacéo de
camundongos BALB/c

1. INTRODUCAO

As medidas de prevencéo e controle para brucelose sdo baseadas em vacinas comerciais efetivas e testes
diagndsticos, porém, a doenca ainda néo foi erradicada (Escalona et al., 2017). Assim, sabendo que a
medida mais econdmica para a prevencédo da infeccdo animal é a vacinacédo, tem-se realizado numerosos
esforgos em pesquisas neste campo, em busca de uma vacina mais segura e eficiente (Nicoletti, 1990;
Schurig et al. 2002; Corbel, 2006; Avila-Calderén et al. 2013). Abordagens inovadoras em vacinologia
tém sido desenvolvidas a partir de avancos no sequenciamento gendmico e protedmico de
microorganismos e analise por bioinformatica, possibilitando o surgimento de vacinologia reversa
(Rappuoli, 2000). A vacinologia reversa tem como principio a predi¢do por anlise in silico dos principais
genes, proteinas ou peptideos capazes de induzir resposta imunoldgica protetora apds imunizagdo
(Rappuoli e Bagnoli, 2011). Essa ferramenta tem influenciado positivamente o desenvolvimento de novas
vacinas de subunidades (Oliveira e Splitter, 1996; Bhattacharjee et al., 2006; Strugnell et al., 2011;
Velikovsky et al., 2003), de DNA (Liljeqvist e Stahl, 1999; Cassataro et al., 2007), de vetores (Tabynov
et al., 2014) e cepas com superexpressao de antigenos (Vemulapalli et al., 2000; Edmonds et al., 2002).
Além disso, atualmente tem se investido em vacinas de multiplos epitopos de DNA (Escalona et al.,
2017) e construcdo de proteina recombinate multi-epitopo com capacidade de induzir resposta
imunoldgica humoral e celular (Yin et al., 2016).

Os numerosos estudos com vacinas de subunidades tém permitido identificar muitas proteinas
imunoprotetoras no modelo camundongo, particularmente associadas a proteinas de membrana externa
(Omp), Omp31 (Cassataro et al., 2007); Omp19 (Pasquevich et al., 2011); Omp25 (Goel and Bhatnagar,
2012); Omp16 (Pasquevich et al., 2009); Omp28 (Kaushik et al., 2010); Mdh (Lowry et al., 2011), CP24
(Cassataro et al. 2002) e outras.

O objetivo deste trabalho foi identificar por predigdo in silico epitopos imunogénicos de Brucella spp.,
delinear, expressar e purificar uma proteina quimérica recombinante e avaliar seu papel protetor na
imunizacdo de camundongos desafiados com cepas virulentas de Brucella sp.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 CEPAS BACTERIANAS, PLASMIDEO E CONDIGOES DE CULTIVO

Cepas bacterianas utilizadas neste estudo incluem Escherichia coli XL-1Blue (Phoneutria, Brasil) e E.
coli BL21 Star [F- ompT hsdSB (rB- mB-) gal dcm rne131 (DE3)] (Phoneutria, Brasil).

O plasmideo utilizado neste estudo foi o pET28a (Genscript, EUA) contendo um gene artifical
codificador de uma proteina quimérica recombinate de Brucella (PRB14), denominado de pPTQ (proteina
quimérica recombinate de Brucella PRB14 clonada em pET28a, Genscript, EUA). E. coli cepa XL-1Blue
foi usada para clonagem do plasmideo pPRQ e E. coli BL21 (DE3) utilizada para a expressao da proteina
cresceram rotineiramente & 37°C em &gar ou caldo Luria-Bertani (triptona 1%, extrato de levedura 0,5% e
NaCl 1%) suplementado quando requerido com canamicina (100 pg/mL, Gibco, EUA). As cepas
bacterianas utilizadas no experimento de protecdo em camundongos foram B. abortus 2308 (INTA -
Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuéria, Buenos Aires, Argentina), B. suis 1330 e B. ovis
(ATCC25840). Cepas de Brucella foram cultivadas em &gar triptona de soja (TSA) a 37°C em 5% de
CO:a.. A cepa B. ovis foi crescida em meio TSA com 1% de hemoglobina. O experimento com B. abortus
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2308 e B. suis 1330 foi realizado em laboratério de biosseguranca nivel 3 (Laboratério de Patologia
Molecular, do Departamento de Clinica e Cirurgia Veterinarias da Escola de Veterinaria, UFMG).

2.2 PREDICAO DE EPITOPOS DE CELULAS T

O estudo de meta-analise permitiu identificar as principais proteinas imunogénicas estudadas em
camundongos nos ultimos anos (Carvalho et al., 2016). Assim, selecionamos 32 proteinas, sendo:
Ompl6, Ompl9, Omp25 e Omp31; proteina ribossomal L7/L12; proteina malato desidrogenase (Mdh);
proteinas da superfamilia HAD; proteina CP24, proteina flagelar FIiN e FlgJ; BP26, urease, proteina
chaperona Dnak; chaperona SurA, superdxido dismutase Cu—Zn (Sod); lumazina sintase (BLS), cadeia
alfa de riboflavina sintase (RS-a), lumazina sintase 2 (LS-2), di-hidrolipoamida succiniltransferase (E20),
AdoHcyase, CobB, proteina da familia do fator transcriptacional AsnC; fosfomanomutase; proteina
predita de acil-CoA transferase; proteinas VirB10, VirB9, VirB7; proteina reguladora transcriptacional
GntR, proteina de superficie celular 31 kDa (BCSP 31) proteina de choque térmico GroEL, cisteina
sintase (cysK), CobB e proteina acessoria de uréase (UreD2), que foram utilizadas na predic&o in silico. A
predi¢do foi realizada com as sequencias de aminoacidos dessas proteinas obtidas do Centro Nacional de
Informagdes Biotecnoldgicas (NCBI; https://www.ncbi.nlm.nih.gov).

Epitopos para alelos de MHC-I (H-2-Ld e H-2-Kd) e MHC-11 (H-2-1Ad) de camundongos foram preditos
usando o programa NetMHC 3.4 server e NetMHCII 2.2 server, respectivamente.

2.3 CONSTRUCAO DA PROTEINA RECOMBINANTE QUIMERICA

Os peptideos selecionados com forte afinidade a MHC (Tabela 1) foram alinhados e montados com uma
sequéncia linker (GGG) entre dois epitopos. Uma sequéncia de seis histidinas em tandem foi fusionada ao
C-terminal para monitorar a expressdo da proteina recombinante quimérica. A otimizagdo dos codons do
gene da proteina quimérica foi analisada por http://www.ebi.ac.uk/Tools/st/emboss_backtranseq/, a
sequéncia otimizada para E. coli foi usada para delineamento da PRB14 expressa em E. coli.

2.4 CLONAGEM DO GENE CODIFICADOR DE PROTEINA QUIMERICA RECOMBINANTE
CONSTRUIDA NO VETOR pPTQ (pET28a)

Este plasmideo contém o gene de resisténcia a canamicina, além de sitios para enzimas de restrigdo.

Assim, 0 gene sintético codificador da proteina quimérica recombinante foi inserido em Ncol e Xhol,
fusionado a cauda de seis residuos de histidina C-terminal (Figura 5.1).
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Figura 5.1. Plasmideo de expressdo pPTQ usado para expressdo de proteina quimérica recombinante
PRB14. KanR: cassete de resisténcia & Canamicina. 6xHis: sequéncia para expressdo de seis histidinas.

2.5 ELETROTRANFORMAGCAO DE Escherichia coli BL21 (DE3)

A proteina recombinante quimérica foi expressa em E. coli BL21 (DE3) com cauda de histidina em sua
porcdo C-terminal. Na etapa de transformagdo o pET-28a (+) contendo o inserto foi inserido em células
competentes E. coli BL21 (DE3) (Phoneutria, Belo Horizonte, Brasil) previamente armazenadas a -80°C
por eletroporagcdo usando MicroPulser Electroporation Apparatus (Bio-Rad Laboratories, USA). Para
isso, 40 uL de E. coli BL21 (DE3) eletrocompetente foram adicionados a 1 pL de plasmideo. Em seguida
as amostras foram transferidas para MicroPulser Electroporation Cuvettes (BioRad, EUA) de 0,1 cm, e
submetidas a um pulso de 2,5 kV utilizando o equipamento MicroPulser™ Electroporation Apparatus
(BioRad, EUA). Apds a eletroporacéo, foi adicionado 1 mL de SOC (2% de triptona, 0.5% de extrato de
levedura, 10 mM NacCl, 2.5 mM KCI, 10 mM MgCI2, 10 mM MgSO4 e 20 mM glicose) e transferido
para um microtubo, seguido por incubacdo 37°C por 1 hora sob agitacdo em shaker a 200 rpm. Ap6s a
incubacdo, a amostra foi plaqueada em meio sélido LB (10 g/L de triptona, 5 g/L de extrato de levedura,
10 g/L de NaCl, 15 g/L de &gar bacteriol6gico), contendo100 pg/mL de canamicina (Gibco, EUA), e
incubada a 37°C por 24 horas. Col6nias crescidas em agar LB contendo canamicina foram selecionadas e
congeladas -80°C para posterior teste de expressao.

2.6 CONFIRMACAO POR PCR, SEQUENCIAMENTO E ANALISE DAS SEQUENCIAS
CLONADAS NO VETOR PET-28A

As colbnias de E. coli BL21 crescidas em agar LB com canamicina foram submetidas a reacdo de PCR
utilizando 1 pL do sobrenadante com DNA, adicionado a 22 pL de mix para PCR comercial (SuperMix;
Invitrogen, Brasil), 1,0 pL de cada iniciador forward (10 mM, T7 promotor: 5’-
TAATACGACTCACTATAGGG) e iniciador reverse (10 mM, RV: 5’- GCTAGTTATTGCTCAGCGG).
Parametros utilizados foram: desnaturacdo a 94°C por 10 minutos, e 30 ciclos de desnaturacdo a 94°C por
30 segundos, anelamento a 55°C por 30 segundos e extensdo a 72°C por 1 minuto e 30 segundos, e
extensdo final a 72°C por 7 minutos. A PCR foi considerada positiva quando o produto tinha 1295 pb.

Um clone foi selecionado para o sequenciamento para confirmacdo da identidade do gene inserido e
verificacdo da correta fase de leitura. O sequenciamento foi realizado pela empresa Mylleus (Belo
Horizonte, Brasil) em sequenciador automatico por eletroforese capilar no equipamento ABI3130,
utilizando os iniciadores T7 forward e reverse para o vetor pET28a (+) contendo o inserto. As sequéncias
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obtidas foram analisadas pelo programa de scanner de sequéncia (Applied Biosystems)
(https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=catNavigate2 &catiD=600583&tab=D
etailinfo), BLAST (Basic Local Alignment Search Tool, https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) e
submetidas a pesquisa de similaridade usando 0 programa Multalin
(http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin) comparando com o banco de dados da construcdo da proteina
predita adicionada ao inserto.

2.7 EXPRESSAO DE PROTEINA RECOMBINANTE QUIMERICA

Antes do ensaio de expressao, a cepa bactéria congelada foi descongelada e semeada em meio agar LB
com canamicina (100 pg/mL), e incubada a 37°C com 5% de CO- por 24 horas. Para a expressdo de
proteina recombinante quimérica, uma coldnia de bactéria isolada crescida em placa agar de LB com
canamicina (100 pg/mL) foi inoculada em 50 mL de meio de cultura LB contendo canamicina (100
pg/mL) e incubada a 37°C sob agitacdo de 180 rpm por 16 horas. Apds esse periodo, o indculo foi diluido
na proporcao de 1:20 em 1000 mL de LB com com canamicina (100 pg/mL) e incubada a 37°C, 220 rpm,
e cultivada até a densidade 6ptica (DOsoo) atingir 0,6-0,8, avaliada usando SmartSpec spectrophotometer
(Bio-Rad, Hercules, CA). Apds atingir a OD desejada, a expressdo foi induzida com 1mM de isopropyl B-
D-1-thiogalactopyranoside (IPTG, Invitrogen, EUA) por 4 horas a 30°C sob agitagdo a 220 rpm. Apds as
4 horas de indugo, a cultura foi centrifugada a 4000 x g por 30 minutos a 4°C na centrifuga 5810R
(Eppendorf, Alemanha) e em seguida armazenada a -80°C. Aliquotas da cultura antes da adi¢éo de IPTG,
e apos o periodo de indugdo foram coletadas e congeladas para utilizagdo como controle de expresséo, e
amostras de E. coli BL21 vazia ndo induzida e E. coli BL21 vazia induzida foram adicionadas como
controles.

2.8 TESTE DE SOLUBILIDADE

Apos a indugdo, foi coletado 1 mL da cultura para o teste de solubilidade. Foi adicionado Lisozima
(Sigma, EUA) a 100 pg/mL, posteriormente submetida a 10 ciclos de congelamento em nitrogénio
liguido e descongelamento em banho-maria & 37°C e passada 10 vezes em seringa de insulina
(1 mL/U100, 26G %7, 0,45x13 mm, BD, Bélgica). A amostra foi centrifugada por 10 minutos a 11.000 x
0, para a separagdo da fracdo sollvel (sobrenadante) e insolivel (sedimento) e analisadas em eletroforese
em gel de poliacrilamida — SDS objetivando avaliar em qual fragcdo se encontrava a proteina.

2.9 PURIFICACAO DE PROTEINA RECOMBINANTE QUIMERICA POR CROMATOGRAFIA DE
AFINIDADE

A proteina recombinante contendo cauda de His foi purificada usando cromatografia de afinidade em Ni?*
conjugado com quelante de Sepharose. Ap6s a indugdo, observou-se que a proteina recombinante foi
expressa na forma insolGvel e necessitou de solubilizacdo em 8 M de ureia. O pellet contendo a cultura
apos a etapa de expressdo foi ressuspendido em 5 mL de tampédo de lise [PBS contendo 30 mM de
imidazol (Sigma-Aldrich, Brasil), 8 M de ureia, lisozima 100 pg/mL (Sigma-Aldrich, EUA)] para cada 50
mL de cultura, contendo inibidor de proteases (Sigma, EUA), sendo homogeneizado e deixados em
repouso por 30 minutos. Em seguida, o extrato foi lisado no sonicador (Sonics Vibra-Cell VC130, ALT,
EUA), realizando 10 ciclos (40% de poténcia) de 1 minuto intercalando com banho de gelo por 1 minuto.
O lisado foi centrifugado a 4.000 x g por 30 minutos a 4°C e o sobrenadante foi coletado (fracdo soltvel)
e filtrado com filtro de seringa 0,45 pum. O lisado filtrado foi entdo purificado por cromatografia de
afinidade no sistema AKTAprime (GE Healthcare, USA), utilizando coluna de afinidade His Trap HP (5
mL, GE Healthcare, UK). A coluna foi previamente lavada com tampdo A (PBS contendo 30 mM de
imidazol) e a eluicéo foi feita com tampdo B (PBS contendo imidazol 500 mM). As fracGes obtidas em
toda a extensdo do pico de absorbancia observada na eluicdo foram analisadas quanto a integridade e
pureza da proteina por eletroforese em gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sédio (SDS-
PAGE).
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2.10 ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA SDS-PAGE

As amostras coletadas na expressdo e purificacdo foram submetidas a eletroforese em gel de
poliacrilamida. O gel de separacdo a 12% foi preparado utilizando a solucdo bis-acrilamida (29% de
acrilamida - Invitrogen, EUA; 1% N,Nmetileno-bis-acrilamida - Invitrogen, EUA), 1,5 M Tris-HCI pH
8,8 (Invitrogen, EUA), SDS 10% (dodecil sulfato de sédio), persulfato de aménio 10% e TEMED 0,05%
v/v (Invitrogen, EUA). Em seguida, o gel de concentragdo a 4% foi preparado de modo semelhante ao de
separacdo, porém utilizando o tampéo Tris-HCI 1,0 M pH 6,8. As amostras obtidas na expressao, teste de
solubilidade e purificacdo foram adicionadas ao tampdo de amostra SDS (25% de solucéo a 0,5 M Tris-
HCI - Invitrogen, EUA, pH 6,8; 20% de glicerol; 4% de betamercaptoetanol; 0,2% de azul de
bromofenol; 4% de SDS), aquecidas a 100°C por 5 minutos para desnaturagdo das proteinas e submetidas
em seguida ao SDS-PAGE. Foram utilizados 20 uL de marcador de massa molecular para proteina
(SeeBlue™ Plus2, Invitrogen, EUA).

A eletroforese ocorreu em tampao de corrida Tris-glicina pH 8,0 (Tris 25 mM, Glicina 0,25 mM, SDS
0,1%) sob a voltagem de 40V por 1 hora em uma tensdo constante de 110V para o restante do tempo de
corrida. Apo6s a corrida o gel foi corado por solucéo de azul de Coomassie (Coomassie Brilhant Blue G-
250 0,25%, metanol 50% e 4cido acético 10%) por 16 horas e em seguida descorado em solucéo de etanol
10% e &cido acético 5%, possibilitando a visualizagdo das bandas.

2.11 METODO DE DOSAGEM DE PROTEINAS

As concentragdes proteicas das amostras purificadas foram dosadas pelo método colorimétrico do &cido
Bicinconinico (BCA) utilizando o kit BCA Protein Assay (Thermo Scientific, EUA) seguindo as
instruc@es do fabricante.

2.12 WESTERN BLOT DE PROTEINA RECOMBINANTE QUIMERICA

Foi realizado Western blot para confirmar a expressdo da proteina recombinante utilizando anticorpo anti-
his. Aliquotas de lisado bruto de E. coli BL21: vazia ndo induzida (V-NI); vazia induzida (\V-I); contendo
0 plasmideo pET28a com inserto ndo induzida (I-NI); contendo o plasmideo pET28a com inserto
induzida (I-1) e amostra de proteina recombinante purificada foram submetidas ao SDS-PAGE. Tampéo
de amostra descrito anteriormente foi adicionado as amostras e submetidos a eletroforese em gel de
poliacrilamida.

Apoés a separagdo eletroforética das proteinas em SDS-PAGE, as amostras foram transferidas para
membranas de polyvinylidene difluoride (PVDF) com microporos de 45 pc (Immobilon®-P, Millipore,
EUA), a 115 V, 350 mA por 1 hora a 4°C, utilizando o sistema Mini Trans-Blot (BioRad, EUA), imersas
em tampado de transferéncia contendo 48 mM de Tris base, 39 mM de glicina, 20% v/v de alcool metilico.
A membrana foi incubada por 1 hora, sob agitacdo em solu¢do TBS-T [50 mM tris, 150 mM NaCl, pH
7,5 e 0,1% de Tween-20 (Sigma Life Science, EUA)] com 5% de leite em p6 desnatado. Apés o bloqueio,
realizou-se trés lavagens da membrana com TTBS, por 5 minutos, e em seguida a membrana foi incubada
com anticorpo priméario monoclonal anti-his 1:2000 (Invitrogen, EUA), diluido em solugdo de TBS-T
contendo 2% de leite desnatado em p6, por 18 horas a 4°C, sob agitacdo. A membrana foi lavada trés
vezes com TTBS e incubada com anticorpo secundéario policlonal anti-lgG de camundongo conjugado a
peroxidase (goat anti-mouse 1gG-HRP; Sigma, EUA), na diluicdo 1:2000, diluido em solu¢do TBS-T com
5% de leite desnatado em po, por 1 hora a temperatura ambiente. Novamente a membrana foi lavada trés
vezes com TBS-T e revelada por quimioluminescéncia com o reagente Luminata Forte (Luminata Forte
Western HRP substrate, Merck Millipore, EUA) conforme instrucdes do fabricante. A foto documentagéo
foi realizada utilizando o equipamento ImageQuant LAS 4000 (GE Healthcare Life Science, EUA).
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2.13 RETIRADA DE SAIS DE PROTEINA PURIFICADA

Foi realizada da desanilizacdo para a troca de tampdes da proteina purificada. O tampédo de eluicdo da
proteina contendo 8M de ureia foi substituido por tampéo fosfato (PBS 1x). As fracGes obtidas dessa
desanilizacdo foram avaliadas por SDS-PAGE objetivando verificar em qual delas esta presente a
proteina PRB14 e em seguida dosadas pelo método colorimétrico do &cido Bicinconinico (BCA). Foi
observada apés desanilizagdo uma perda de até 51% comparada ao rendimento inicial.

2.14 CAMUNDONGOS

Camundongos BALB/c fémeas de seis a oito semanas de idade, originalmente obtidos do Biotério Central
da UFMG. Os camundongos foram mantidos sob 6timas condi¢Bes de higiene, umidade, luz (ciclo
artificial de 12 horas escuro/claro) e controle de temperatura (22 + 2°C). Todos os procedimentos
experimentais nos animais foram aprovados pelo Comité de Etica da UFMG (protocolo n° 107/2015).
Experimentos de protecdo vacinal foram realizados em laboratério de nivel 3 de biosseguranca. Os
animais foram aclimatizados e distribuidos aleatoriamente em gaiolas uma semana antes da vacinagao.

2.15 VACINACAO

Para a avaliacdo da imunogenicidade da proteina quimérica PRB14r, camundongos BALB/c fémeas de
seis a oito semanas de idade, originalmente obtidos do Biotério Central da UFMG foram mantidos sob
Otimas condi¢cdes de higiene, umidade, luz (ciclo artificial de 12 horas escuro/claro) e controle de
temperatura (22 + 2°C). Todos os procedimentos experimentais nos animais foram aprovados pelo Comité
de Etica da UFMG (protocolo n° 107/2015). Experimentos de protecdo vacinal foram realizados em
laboratdrio de nivel 3 de biosseguranga. Os animais foram aclimatizados e distribuidos aleatoriamente em
gaiolas uma semana antes da vacinagdo. Trés grupos com cinco camundongos cada foram imunizados
subcutaneamente (s.c.) com duas doses de 30 pg de proteina quimérica PRB14r com Adjuvante de Freud
(Sigma-Aldrich, Brasil). No dia 0 utilizou-se Adjuvante de Freud Completo (CFA) (Sigma-Aldrich,
Brasil) e no dia 14 utilizou-se Adjuvante de Freud Incompleto (IFA). Camundongos ndo imunizados
receberam PBS (controle negativo n=5) e CFA, no dia 0, e PBS e IFA no dia 14. Trinta dias apos a Ultima
imunizagdo, os camundongos foram desafiados com 10* UFC de B. abortus 2308, B. ovis (ATCC 25840)
e B. suis 1330 em 100 pL de PBS intraperitonealmente (i.p.). Duas semanas ap6s desafio, os
camundongos foram eutanasiados e bagco de cada camundongo foi removido, pesado e homogeneizado
em PBS. Diluicdes seriadas diluidas em PBS e plaqueadas 100 pl em duplicata em &gar TSA com ou sem
1% de hemoglobina, incubadas a 37°C com 5% de CO,. Contagens de UFC foram realizadas ap6s 3 dias
de incubagdo. Niveis de infeccdo foram expressos em média + desvio padrdo de log UFC/6rgdo
individual.

3. RESULTADOS
3.1 PREDICAO DE EPITOPOS

As sequencias obtidas no NCBI das seguintes proteinas, Ompl16, Omp19, Omp25, Omp31; proteina
ribossomal L7/L12; chaperona SurA, superdxido dismutase Cu-Zn (Sod); lumazina sintase (BLS) e
outras foram submetidas a analise de predic&o in silico de epitopos de células T. Foram selecionados 14
epitopos de células T (Tabela 1) para MHC de classe | e Il. Esses peptideos eram de origem de 10
proteinas imunogénicas, sendo Ompl6, Omp19, Omp31, Mdh, Had superfamily, Predicted acyl-CoA
transferase, CP24, Flin, BP26 e Urease. Epitopos com forte afinidade para os alelos H-2-Ld, H-2-Kd e H-
2-1Ad de camundongos foram preditos e identificados na analise in silico (Tabela 5.1). Cabe ressaltar que
€ a mesma construcdo usada para expressdo em B. ovis do capitulo anterior.
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Tabela 5.1. Epitopos/peptideos de células T preditos por anélise in silico.

Nome da proteina Peptideo predito MHC Alelo Score Afinidade
Omp16 SPIAIALFM MHC | H-2-Ld 5 forte
Mdh FYAPAASAI MHC | H-2-Kd 7 forte
Superfamilia HAD RPIASLHAL MHC | H-2-Ld 13 forte
Omp19 LPPASAPDL MHC | H-2-Ld 19 forte
Mdh MYVGVPTVI MHC | H-2-Kd 20 forte
Mdh IPLPDLVKM MHC | H-2-Ld 21 forte
Omp19 FPNAPSTDM MHC | H-2-Ld 22 forte
Predita acyl-CoA transferase QFAGGLSYI MHC | H-2-Kd 28 forte
CP24 MPINQVANI MHC | H-2-Ld 29 forte
FIiN MPVSSLMKL MHC | H-2-Ld 35 forte
BP26 SPDMAILNL MHC | H-2-Ld 37 forte
Omp31 MFATSAMAADVVVSE MHC Il H-2-1Ad 454 forte
Predita acyl-CoA transferase YSVIAIQSALIMRAR MHC 1l H-2-1Ad 46.0 forte
Urease TFLRAIQTADAMKKA MHC I H-2-1Ad 46.4 forte

3.2 CONSTRUCAO DA PROTEINA QUIMERICA RECOMBINANTE PRB14

Os 14 epitopos de células T preditos (Tabela 5.1) foram utilizados na construcdo da proteina quimérica
recombinante (PRB14), foram colocados de forma duplicada na construcdo, além disso, utilizamos uma
sequéncia linker de GGG para conectar 0s epitopos e fusionamos ao C-terminar uma sequéncia de seis
histidinas em tandem. O design final da proteina estd mostrado abaixo (Figura 5.2).

MFYAPAASAIGGGRPIASLHALGGGLPPASAPDLGGGMYVGVPTVIGGGIPLPDLVKMGGGFPN
APSTDMGGGQFAGGLSYIGGGMPINQVANIGGGMPVSSLMKLGGGSPDMAILNLGGGMFATSA
MAADVVVSEGGGYSVIAIQSALIMRARGGGTFLRAIQTADAMKKAGGGSPIAIALFMGGGSPIALI
ALFMGGGFYAPAASAIGGGRPIASLHALGGGLPPASAPDLGGGMYVGVPTVIGGGIPLPDLVKM
GGGFPNAPSTDMGGGQFAGGLSYIGGGMPINQVANIGGGMPVSSLMKLGGGSPDMAILNLGGG
MFATSAMAADVVVSEGGGYSVIAIQSALIMRARGGGTFLRAIQTADAMKKAGGGHHHHHH

Figura 5.2. Design final da proteina quimérica recombinate PRB14 com 28 epitopos (vermelho),
sequencia linker de GGG (preto) e seis histidinas no C-terminal (verde).

3.3 CONFIRMAGAO DO INSERTO DA SEQUENCIA CODIFICADOR DE PROTEINA QUIMERICA
EM pPTQ

A Figura 5.3 demonstra a reacdo de PCR utilizando os iniciadores T7 e coldnias de bactéria E. coli BL21
Star (DE3) obtidas a partir da transformagdo com o pET28a contendo o gene de interesse para a expressdo
da proteina recombinante quimeérica em E. coli. A insercdo do gene sintético gerou a amplificacdo de um
fragmento de 1295 pb (Figura 5.3) com esperado. O plasmideo foi purificado de cultura de E. coli BL21
utilizando o kit Qiagen (EUA) e submetido ao sequenciamento por eletroforese capilar para confirmar a
clonagem do gene codificador da proteina quimérica no vetor de expressdo pET28a. O sequenciamento
demonstrou que a insercdo estava correta, ou seja, 0 gene sintético codificador da proteina quimérica
recombinante foi inserido em Ncol e Xhol e fusionado a cauda de seis residuos de histidina C-terminal.
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Figura 5.3. Analise do produto de PCR gerado a partir da reagdo de PCR utilizando os iniciadores T7 no
vetor pPTQ (pET28a) em gel de agarose a 1,5%. Na canaleta 1 encontra-se o padrdo de peso molecular e
na canaleta 2 o gene da proteina PRB14 inserido no pET28a.

3.4 EXPRESSAO, PURIFICACAO E WESTERN BLOT DE PROTEINA RECOMBINANTE EM
Escherichia coli BL21 (DE3)

Para testar se a proteina PRB14 tinha antigenos protetores para Brucella, essa proteina foi clonada e
expressa em E. coli como proteina recombinante quimérica. A expressdo da proteina quimérica foi
induzida por IPTG e testada por gel de poliacrilamida SDS-PAGE corado com Coomassie brilhant blue e
o resultado demonstrou que a proteina PRB14r ndo apresenta uma banda expressiva (Figura 5.3).
Entretanto, a analise por Western blot indicou que a proteina foi expressa e apresentava peso molecular
esperado 36,45 kDa (Figura 5.5). O sedimento e sobrenadante do lisado bacteriano foi analisado por SDS-
PAGE para testar a forma de expressdo (Figura 5.4). Assim, ap6s a inducdo, observou-se que a proteina
recombinante foi expressa na forma insoltvel como corpulsculos de inclusdo e necessitou de solubilizacdo
em 8 M de ureia. A fracdo solubilizada foi purificada por cromatografia de afinidade com pureza
satisfatdria conforme demonstrada na Figura 5.4.

49 kDa mmp

38 kDa mmp 4= 36,45 kDa

28 kDa mmp

Figura 5.4. Expressdo, analise de solubilidade e purificagdo da proteina recombinante quimérica PRB14.
Proteina quimérica PRB14 foi clonada em plasmideo de expressdo pET28a, transformada em E. coli
BL21 e induzida com IPTG. Os lisados bacterianos foram analisados por SDS-PAGE 12%, corado com
Coomassie brilant blue. (1) Padrdo de peso molecular; (2) lisado de Escherichia coli BL21 vazia ndo
induzida (V-NI) (3) e induzida (V-I); (4) lisado de E. coli contendo o plasmideo pET28a com inserto ndo
induzida (I-NI) e (5) contendo o plasmideo pET28a com inserto induzida (I-1), coletados 4 horas apds
inducdo; (6) sedimento bacteriano lisado; (7) sobrenadante de cultura lisado; (8) proteina PRB14r
purificada.
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A identificacdo do purificado PRB14r foi confirmada por Western blot (Figura 5.5), revelando a
reatividade especifica do anticorpo com a proteina purificada produzida em E. coli, confirmando a
eficiéncia desse sistema de expressdo em procariotos. A quantidade de proteina expressa foi estimada por
Kit BCA como 179,31 pg/mL.

33 kDa mmp ;
p— 4= 36,45 kDa
‘ —
P .

28 kDa mmp — -~

1 2 3 4 5 6

Figura 5.5. Western blot utilizando anticorpo monoclonal anti-histidina (6X). (1) Padrdo de peso
molecular; (2) lisado de Escherichia coli BL21 vazia ndo induzida (V-NI) (3) e induzida (V-I); (4) lisado
de E. coli contendo o plasmideo pET28a com inserto ndo induzida (I-NI) e (5) contendo o plasmideo
pET28a com inserto induzida (I-1), 4 horas apds inducéo; (6) proteina PRB14r purificada.

3.5 PROTECAO DE CAMUNDONGOS APOS DESAFIO

Para determinar se a imunizacao subcutanea de camundongos BALB/c com PRB14r foi capaz de conferir
protecdo contra infeccdo B. abortus, B. suis e B. ovis todos camundongos foram eutanasiados duas
semanas apoés desafio. A vacina com a proteina PRB14r ndo proporcionou prote¢do contra infecgéo por B.
abortus, B. ovis e B. suis em camundongos, ndo demonstrou diferenca significativa de protecdo
comparada aos animais que receberam PBS e adjuvante.

4. DISCUSSAO

No presente estudo, realizamos a construgdo de uma proteina quimérica recombinante de Brucella
contendo epitopos de células T, por meio de ferramentas de bioinformética de predi¢do e produgdo em
sistema de expressao de procariotos, objetivando a sua utilizagdo como vacina. Para examinar o potencial
vacinal de PRB14r, estudo de protecdo foi realizado e avaliamos a carga bacteriana em camundongos
imunizados. Grupos de camundongos imunizados com o antigeno PRB14r com adjuvante ndo mostraram
diferenca no nimero de bactérias recuperadas do bago, comparada aos camundongos ndo vacinados.
Nesse trabalho nés hipotetizamos que a proteina quimérica produzida poderia ser imunogénica por conter
epitopos de proteinas que protegem contra brucelose no camundongo. Porém, nossa proteina quimérica
falhou como uma promissora vacina protetora contra infeccdo por Brucella, uma vez que ndo conseguiu
reduzir a carga bacteriana esplénica nos camundongos imunizados. A razdo para isso ainda precisa ser
investigada, no entanto, tem grande importancia a selecdo dos imundgenos envolvidos na eficiente e
significativa resposta imunoldgica, comparavel as vacinas de cepas atenuadas de Brucella em uso (Zhan
et al., 1993). As vacinas atuais de cepas atenuadas utilizadas no controle de brucelose animal tém sido
eficientes, entretanto, possuem algumas desvantagens como causar aborto em fémeas imunizadas e ser
patogénica para o ser humano (Dorneles et al., 2015). As vacinas de subunidades e com proteinas
recombinantes ou multiplos epitopos tem sido estudada como uma alternativa promissora e segura (Zhan
et al., 1993). Essas vacinas multivalentes ou de proteinas quiméricas podem proporcionar uma melhor
protecdo, comparada a vacina homologa univalente contra a infeccdo com cepas virulentas (Golshani et
al., 2015; Tadepalli et al., 2016), desde que realizada a correta identificacdo das moléculas fundamentais
para a eficiente resposta imune desejada.

Sabe-se que a resposta Thl mediada por epitopos de MHC-II é fundamental na protecdo contra infecgao
de Brucella (He, 2012). Entretanto, nesse estudo, apenas trés epitopos eram de MHC-II, oriundos das
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proteinas Omp31, predita acyl-CoA transferese e urease, fato atribuido a auséncia de demais epitopos
preditos com forte ligacdo ao MHC in silico. Varias proteinas de Brucella tém sido investigadas como
antigenos com potencial efeito protetivo contra brucelose, entre elas a proteina Omp31 mostrou boa
resposta humoral e de protecdo contra Brucella em camundongos, entretanto alguns peptideos podem
estar mais expostos em B. ovis e mais ocultos em B. melitensis (Cassataro et al., 2007). Cassataro e
colaboradores (2007) em seu estudo com a proteina quimérica rBLSOmp31, obtiveram excelente indice
de protecdo para infeccdo com B. ovis, niveis similares aos obtidos com a cepa vacinal B. melitensis
Rev.1l, entretanto a proteina quimérica induziu niveis menores de protecdo contra infeccdo de B.
melitensis. Outro estudo demonstrou indice de protecdo de 4,02 log contra B. canis, em camundongos
BALB/c imunizados com rBLSOmp31e adjuvante incompleto de Freud (IFA) (Clausse et al., 2013).

Nesse estudo, foram utilizados epitopos de diversas proteinas, que incluem Omp16, Omp19, BP26, FIliN,
Mdh e urease. A proteina Omp16 tem sido demonstrada ser altamente conservada entre o-Proteobacteria,
e sua utilizacdo como vacina de subunidade em camundongos C57BL/6, na auséncia de adjuvante,
demonstrou protecdo (1,15 log) na infec¢do de B. abortus (Pasquevich et al., 2010). A proteina Mdh
quando utilizada na imunizacdo de camundongos, demonstrou diminui¢do da colonizac¢do bacteriana no
baco de camundongos (2,75 log) (Lowry et al., 2011). Resultados similares com vacinas de subunidades
em camundongos tem sido demonstrado para as demais proteinas selecionadas, Omp19 (Tadepalli et al.,
2016), BP26 (Yao et al., 2015), FIiN (Li et al., 2012) e urease (Abkar et al., 2018).

No experimento de protegdo em camundongos realizado nesse trabalho, algumas varidveis importantes e
que podem influenciar o indice de protecao foram padronizadas de acordo com o nosso trabalho de meta-
analise realizado no modelo murino (Carvalho et al., 2016). Incluem nessas varidveis o nimero de
imunizacbes e o uso do adjuvante. Assim, ficou estabelecido duas imunizages associada ao uso de
adjuvante. No entanto, mesmo seguindo os resultados da meta-andlise, ndo foi possivel ter um indice de
protecdo significativo com a nossa vacina, isso sugere que diferentes fatores podem estar envolvidos,
como a quantidade de proteina, nimero e tipo de antigenos (Hop et al., 2018). Além disso, a combinagdo
de mudltiplos antigenos pode desencadear um fendmeno de interferéncia imunoldgica associada com a
competi¢do entre antigenos expressos nessas vacinas (Hunt et al., 2001).

Para a clonagem e expressdo em E. coli da PRB14r foi utilizado o sistema pET (Novagen, 2011), assim,
nosso plasmideo construido pPTQ foi transferido para E. coli BL21 (DE3) contendo T7 RNA polimerase,
e a expressdo induzida por IPTG foi eficiente com rendimento moderado de produgdo proteica, se
tratando de proteina quimérica recombinante.

5. CONCLUSAO

Devido as caracteristicas imunogénicas reportadas para as proteinas utilizadas na predicdo in silico,
delineamos uma proteina quimérica recombinante, com o objetivo principal de avaliagdo de sua eficiéncia
na inducdo de resposta protetiva na infeccdo de Brucella em camundongos BALB/c. Entretanto, esta
proteina ndo se mostrou protetiva contra a infeccdo por B. abortus, B. ovis e B. suis em camundongos.
Cabe ressaltar que a mesma proteina quimérica recombinante foi testada anteriormente no vetor B. ovis
AabcBA e ndo demonstrou protecéo.
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Abstract

Background/Objectives

In spite of all the research effort for developing new vaccines against brucellosis, it remains
unclear whether these new vaccine technologies will in fact become widely used. The goal
of this study was to perform a meta-analysis to identify parameters that influence vaccine
efficacy as well as a descriptive analysis on how the field of Brucella vaccinology is advanc-
ing concerning type of vaccine, improvement of protection on animal models over time, and
factors that may affect protection in the mouse model.

Methods

A total of 117 publications that met the criteria were selected for inclusion in this study, with
a total of 782 individual experiments analyzed.

Results

Attenuated (n = 221), inactivated (n = 66) and mutant (n = 102) vaccines provided median
protection index above 2, whereas subunit (n = 287), DNA (n = 68), and vectored (n = 38)
vaccines provided protection indexes lower than 2. When all categories of experimental
vaccines are analyzed together, the trend line clearly demonstrates that there was no
improvement of the protection indexes over the past 30 years, with a low negative and non
significant linear coefficient. A meta-regression model was developed including all vaccine
categories (attenuated, DNA, inactivated, mutant, subunit, and vectored) considering the
protection index as a dependent variable and the other parameters (mouse strain, route of
vaccination, number of vaccinations, use of adjuvant, challenge Brucella species) as inde-
pendent variables. Some of these variables influenced the expected protection index of
experimental vaccines against Brucella spp. in the mouse model.

Conclusion

In spite of the large number of publication over the past 30 years, our results indicate that
there is not clear trend to improve the protective potential of these experimental vaccines.
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Introduction

Brucellosis is a zoonotic bacterial disease that accounts for approximately half a million new
cases of human infections annually [1]. The disease is caused by different Brucella species,
which are facultative intracellular Gram negative bacteria that belong to the -2 Proteobacter-
iacea family [2,3]. Human patients with brucellosis develop nonspecific symptoms including
undulating fever, and the disease may progress to endocarditis, arthritis, osteomyelitis, among
other less common clinical manifestations [4]. In cattle, brucellosis is characterized by abor-
tion and infertility [5-7]. Therefore, bovine brucellosis results in very significant economic
losses [8,9].

Animal brucellosis control and prevention is largely based on vaccination. Therefore, over
the past decades there has been an intensive research effort for developing safer and more effi-
cacious vaccines against brucellosis [3,10-12]. Animal vaccination against brucellosis is based
mostly on live attenuated vaccines [12], including Brucella abortus S19, Brucella abortus RB51,
and Brucella melitensis Rev.1 [3,11,13], whereas Brucella abortus S19 is often considered a gold
standard for vaccine development [1]. However, these live attenuated vaccine strains have
some significant disadvantages including pathogenic potential for humans, induction of abor-
tion in animals, shedding in the milk, and interference with serologic tests in the case of
smooth LPS strains [3,15]. Furthermore, these traditional vaccine strains have their use
restricted to ruminants, whereas pigs, camels, or wild life animals are not covered.

Traditionally, live attenuated vaccines have a much broader use and efficacy than inacti-
vated vaccine formulations [12,16]. During the past few years, there have been an increasing
number of studies on alternative approaches for immunization against brucellosis, including
recombinant subunit vaccines using surface or intracellular proteins of Brucella spp. [17-" ).
Several Brucella proteins have been used as immunogens for experimental subunit vaccine for-
mulations, including outer membrane proteins, namely Omp16, Omp19, Omp31, Omp28,
and Omp25 [21-24], ribosomal protein L7/L12 [17,25], Cu-Zn superoxide dismutase [26],a
cytoplasmic protein p39 [27], lumazine synthase BLS [25], among others. In addition, experi-
mental DNA vaccines [25,29] as well as vectored vaccines using deliver vectors such as Salmo-
nella enterica serotype Typhimurium [30], Escherichia coli [31], Yersinia enterocolitica [ 2],
Lactococcus lactis [ 23], and the influenza virus [34] have been increasingly studied. Overex-
pression of Brucella antigens in atten uated vaccine strains have also been experimentally evalu
ated [35]. However, up to date these new approaches have not resulted in the generation of
commercially available vaccines.

Due to the limitations of experimental procedures involving the natural hosts, since it is
expensive and time-consuming, the mouse has been largely used as an experimental model fo
vaccine development against brucellosis [15]. The mouse model is suitable for studying patho
genesis, host immune response, and vaccine protection [36,37]. However, experimental proto
cols for assessing vaccine efficacy using this animal model are not standardized, which
generates results that are often not quite reproducible [35]. Balb/c is the most commonly usec
mouse strain, although other strains have also been used for vaccine experiments, namely
CD1, C57BL/6, OF1, 129/Sv, Swiss, and, mixed/outbred [16]. Vaccine efficacy is assessed
based on experimental challenge with a pathogenic wild type Brucella strain after immuniza-
tion, and quantification of wild type bacteria in target organs, particularly the spleen [39].

In spite of all the research effort for developing new vaccines against brucellosis, it remain;
unclear whether these new vaccine technologies will in fact become widely used tools for pre-
venting brucellosis. Therefore, the goal of this study was to perform a meta-analysis to identi
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parameters that influence vaccine efficacy as well as a descriptive analysis on how the field of
Brucella vaccinology is advancing in regard to type of vaccine, improvement of protection on
animal models over time, and factors that may affect protection in the mouse model.

Material and Methods
Data source

Data were retrieved from publications indexed in PubMed up to February 15" 2016, using the
following combinations of terms: (i) “Brucella” and “vaccine™; (ii) “Brucella” and “vaccine” and
“mice”; or (iii) “Brucella” and “vaccine” and “mice” and “challenge”. The list of publications
were then manually disambiguated. Only papers using the mouse model were included in this
study. Importantly, a criterion for inclusion was that the paper must indicate the protective
index or provide original data that allowed us to calculate the index. By definition, protective
index refers to the difference in the log of colony forming unit (CFU) numbers in the spleen of
naive and vaccinated mice. Only papers published in English were included in this study. In
addition, papers with insufficient data-i.e. absence of indication of number of mice per group,
absence of CFU values with their standard deviation, and absence of non vaccinated controls-
were not included in this study.

Data retrieval

This study was performed according to the Preferred Reporting Items for Systematic Reviews
and Meta- Analyses criteria (PRISMA) as detailed in §1 Tuble. Data were obtained from each
individual experimental group in a given publication. These data were grouped according to
the category of experimental vaccine being tested, including: (i) live attenuated strains, (ii)
DNA vaccines; (iii) inactivated vaccines; (iv) mutant attenuated strains; (v) subunit vaccines;
and (vi) vectored vaccines. Parameters extracted from each individual experiment and consid-
ered for analysis included: publication year, vaccine species (in the case of live vaccines), pro-
tection index, mouse strain, variables related to vaccination (route, dose, number of injections,
and adjuvant), variables related to the challenge (challenge Brucella species and strain, route,
and interval in days between challenge and sampling), vector species was considered in the
case of vectored vaccines.

A linear regression analysis was performed considering the year of publication and protec-
tion index, for all experiments or grouped according to the category of vaccine. In addition,
the influence of each parameter (category of vaccine, mouse strain, route of vaccination and
challenge, number of vaccinations, adjuvant, challenge species, and interval between challenge
and euthanasia) on the protective index.

Data transformation and meta-regression analysis

Arbitrary values were attributed to qualitative data. For instance, values from 0 to 5, being “0”
for attenuated vaccines; “1” for DNA vaccines; “2” for inactivated vaccines; “3” for mutant vac-
cine strains; “4” for subunit vaccines; and “5” for vectored vaccines. Similarly, values were
attributed to mouse strains, routes of vaccination and challenge, use of adjuvant, Brucella spp.
species used for challenge, and number of vaccinations, applying the value zero to the refer-
ence and integral crescent values to the other categories. The interval between challenge and
euthanasia was analyzed as linear quantitative data.

The coefficient of variation, standard error, and confidence intervals were calculated for
each experiment included in this study.
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Statistical analysis

The analysis was conducted initially a random effects meta-analysis estimation with a hetero-
geneity test. If the heterogeneity test is significant (p-value lower than 0.05), and probable
would be significant because there are different types of study with different types of vaccines,
it is necessary to work using a meta-regression in order to verify which factor has positive or
negative effect over the protective index.

The conduction of the meta-regression would use first two independent variables, one
always the type of vaccine with the objective of control the effect of the second independent
variable. In this “controlled univariate meta-regression” will conduct checking the association
of independent variables such as mouse strain, vaccination route, number of vaccinations, use
of adjuvant, Brucella species used for challenge, route of challenge, interval between challenge
and euthanasia; and the dependent variable Protective Index. The independent variables with
over-all p-values lower than 0.200 will be selected to the next step of the multivariable meta-
regression analysis. The multivariable meta-regression was conducted using Protective Index
as dependent variable and all others, which selected in the controlled univariate as indepen-
dent variable. The multivariable model was conducted in a backwards approach, but in this
case the exclusion was done manually in order to understand how the removal of no signifi-
cant variable would affect the other variables. The statistical package used was the Stata soft-
ware (Statacorp, Texas, USA).

This meta-regression approach allowed for attributing a given weight for each individual
experiment based on their standard error. Therefore, a multiple meta-regression analysis was
performed, including all parameters together, generating a meta-regression final model. Val-
ues of p<0.05 were considered statistically significant and was retained in the final model.

Results
Literature search and study characteristics

A total of 117 articles and data from 782 individual experiments were included in this study.
Criteria for inclusion in this study are detailed in I'ig |. A total of 117 publications that met the
criteria were selected for inclusion in this study [14, 17, 18, 20-28, 32, 33, 58, 10- 1] ]. There-
fore, a total of 782 individual experiments were analyzed. Raw data extracted from all 117 pub-
lications and each individual experiment are provided in the 52 Tuble.

Protection against Brucella spp. induced by different categories of
vaccines in mice—descriptive statistics

Currently, experimental subunit vaccines concentrate most of the research efforts in the field
of Brucella vaccinology, since this category of vaccine accounted for 36.7%, followed by attenu-
ated vaccine strains, which corresponded to 28.26% of all experiments. The others categories
of experimental vaccines account for 13.04%, 8.69%, 8.43%, and 4.9%, in the case of mutant,
DNA, inactivated, and vectored vaccines, respectively. Furthermore, the proteins that were
more often used as subunit vaccines included: LPS fractions (n = 44), L7/L12 (n = 31), HS
(n=27), Omp19 (n = 22), Omp31 (n= 20), Ompl16 (n = 17), Omp25 (n = 8), BLS (n = 8),
SOD (n = 6), P39 (n = 6), BRF (n = 6), Omp28 (n = 5), and urease (n = 4).

Some categories of vaccines were established earlier while other types of vaccines emerged
over the time of this study (1986-2016) as demonstrated in ['iy 2. By the end of 1980’s (1986~
1990) there were only experiments with attenuated and subunit vaccines. Inactivated vaccines
appear between 1991 and 1995, whereas more diverse vaccine approaches have been developed
and studied beginning in 2001. The period between 2011 and 2016 included the largest number
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of experiments (n = 269) when compared to the other intervals, which clearly indicates an
increasing investment of research time and resources for brucellosis vaccine development.

Data from 782 previously published experiments were grouped according to the category of
experimental vaccines, namely naturally attenuated, mutant, inactivated, subunit, DNA, and
vectored vaccines. Attenuated (n = 221), inactivated (n = 66) and mutant (n = 102) vaccines
provided median protection index above 2, whereas subunit (n = 287), DNA (n = 68), and vec-
tored (n = 38) vaccines provided protection indexes lower than 2 (!'i¢ 1).
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Fig 2. Time line with the number and percentage of experiments for brucellosis vaccine development according
to the type of vaccine. Time intervals and corresponding number of experiments were: 19861990 (n = 73), 1991-1995
(n=150), 1996-2000 (n = 13), 2001-2005 (n = 169), 2006-2010 (n = 208) e 2011-2016 (n = 269). The number of
experiments for each data point is indicated in the graph.

doi:10.1371/journal.pone.0166582.9002

Protection provided by experimental brucellosis vaccines over the past
30 years

In order to assess whether protection indexes have been improving over time, a correlation
analysis was applied to protection indexes and the year of publication of each individual exper-
iment over the past 30 years. When all categories of experimental vaccines are analyzed
together, the trend line clearly demonstrates that there was no improvement of the protection
indexes over the past 30 years, with a low negative and non significant linear coefficient (I -
4). During this period of time, average protection indexes of experimental vaccines remained
stable and close to 2 Log. A similar trend was observed when different vaccine categories were
analyzed separately (Fiy 5), with the exception of DNA vaccines that had a statistically signifi-
cant positive correlation coefficient (Iig 513). However, this trend to improving protection
indexes over time in the case of DNA vaccines reflects the very low protection indexes of the
early studies rather than high protection indexes since more recent studies have protection
indexes that were in average below 2 Log (I'ig 5).

Parameters that influenced protection in the mouse model—descriptive
statistics

A descriptive statistic analysis was performed considering the possible effect of several parame-
ters, including mouse strain, vaccination routes, number of vaccinations, Brucella species used
for experimental challenge, challenge route, and use of adjuvant, on protection indexes of
experimental Brucella vaccines. Note this statistic descriptive does not take in account the
weight of each experimental group, based in sample size and standard errors.
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Protection indexes were evaluated according to mouse strains, including Balb/c, Swiss,
C57BL/6 and others, used in each one of the 782 experiments. In average, the highest levels of
protection were observed in experiments using Swiss mice and its variations, including albino
Swiss and outbreed Swiss CD-1 (Fig 6.A). Balb/c is the most commonly used mouse strain for
Brucella vaccine experiments, corresponding to 88.75% (694/782) of all experiments included
in this study. In average, this strain provided lower protection indexes (1.7076), when com-
pared to Swiss mice (2.3791) or other strains (1.7293), but higher than C57BL/6, which pro-
vided the lowest protection indexes (1 :296) (Fig 6), when all vaccine categories were grouped
together. Protection indexes provided by each mouse strain according to the category of vac-
cine (attenuated, DNA, inactivated, mutant, subunit, and vectored) are described in - | |

Different vaccination routes, i.e. oral and intragastic (ORAL/IG), intramuscular (IM), intraper-
itoneal (IP), subcutaneous (SC), and others (intranasal, intraesplenic, etc) provided similar protec-
tion indexes when all vaccine categories were analyzed together (I'iy 61). Protection indexes
provided by different vaccination routes according to the vaccine category are detailed in > :

The effect of the number of vaccinations, i.e. single vs. multiple vaccinations (2, 3, 4, and 9
vaccinations) on protection indexes were compared grouping all vaccine categories together.
Interestingly, single vaccinations provided the highest median protection index (I'1ig 6C.). Pro-
tection indexes provided by single or multiple vaccinations according to each vaccine category
are described in 53 Fig,
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Fig 4. Linear regression of protection index over time for experimental vaccine candidates against Brucelia spp. in
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doi:10.1371/journal.pone.0166582.9004

Post vaccination challenges with different Brucella spp. species, namely B. abortus, B. canis,
B. melitensis, B. ovis, and B. suis, were compared. A marked variation in protection indexes
were observed against these virulent challenge species, with nearly two logs of difference in
protection indexes between the lower and higher protection indexes, and challenge with B.
suis resulted in the highest median protection index, when all vaccine categories were analyzed
together (I'iz 6D). Protection indexes provided by different vaccine categories against different
Brucella spp. is described in S4 i,

The effect of the route of challenge on the protection index was also evaluated after analyzing
all vaccine categories together. The median protection indexes obtained with challenge through
different routes, i.e. oral and intragastric (ORAL-IG), intraperitoneal (IP), other (intranasal,
intraesplenic, etc) e intravenous (IV), were quite similar (I'ig 6F). Protection indexes provided
by different routes of challenge according to each vaccine category are described in <7 | 1.

When analyzing all vaccine categories together, protection indexes provided by experimen-
tal vaccines with or without adjuvant were similar (Fig 6F). Importantly the use of adjuvant is
largely restricted to some categories of experimental vaccines, as detailed in 56 | i,

Meta-analysis estimations

Random effects meta-analysis was conducted using 782 experimental groups from the 117
selected papers estimating the protraction index and testing for heterogeneity. This procedure
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Fig 5. Linear regression of protection index over time of different categories of experimental vaccines against Brucella spp. in the mouse model.
(A) attenuated strains (n = 221); (B) DNA vaccines (n = 68); (C) inactivated vaccines (n = 66); (D) attenuated mutant strains (n = 102); (E) subunit vaccines
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doi:10.1371/journal.pone.0166582.0005
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Table 1. Random effect meta-analysis results.

Type of vaccine N Estimation of PI CI 95%: ol the e_stimavfior.i.*

| - | Lower  Upper

All 787 . _ e 1650 | 1.773
Attenuated 20 2083 W 4 2202
DNA 68 | 1408 | 1163 1654
Inactivated 66 2148 | 199 2367
Mutant o102 | 2082 ) 1831 | 20274
Subunit A S - A T T T
Vector _ 38 1185 | 0943 L. 1387

Heterogeneity test p-value

>0.001
>0.001
>0.001
>0.001
> 0.001
>0.001
> 0.001

* Cl: confidence interval, which indicates that under the same experimental conditions values would have that range in 95% of the time.

doi:10.1371/journal.pone.0166582.t001

was made for the experimental groups divided by type of vaccine as well. All estimations show
high heterogeneity suggesting the necessity of use the meta-regression in order to access which
factor is affecting the protection index. The results are displayed in the Tablc 1.

Bivariate analyses

In order to select variables to be included in the multivariate meta-regression model, a bivari-
ate meta-regression analysis was performed considering each of the variables controlled by
vaccine category, i.e. a bivariate analysis (1able 2). Variables studied included: vaccine cate-
gory, mouse strain, vaccination route, number of vaccinations, use or adjuvant, Brucella spe-
cies used for challenge, challenge route, and interval between challenge and euthanasia.
Naturally attenuated vaccine strains with an average protection index of 2.079 were signifi-
cantly more protective (p<0.001) than DNA, subunit and vectored vaccines, which had aver-
age protection indexes of 1.377, 1.369, and 1.180, respectively. In contrast, protection indexes
provided by inactivated and mutant vaccine strains (2.758 and 2.527, respectively) were statis-
tically similar to that of the naturally attenuated vaccine strains.
Evaluation of mouse strains considering Balb/c as the reference strain, with a protection
index of 2.058, indicated that it had significantly higher protection indexes when compared to
C57BL/6 (p = 0.003) that had a median protection index of 1.43. Conversely, Swiss mice had
protection indexes (2.478) that were significantly higher than those of Balb/c mice (p = 0.002),
whereas no significant differences were observed among “other” strains of mice and Balb/c

(Table 2).

Meta-regression analysis of vaccination routes, considering the oral/intragastric route as
reference, demonstrated that this route, with a protection index of 1.726, was significantly less
protective (p<0.001) than the subcutaneous route (2.205). Protection indexes provided by
intramuscular, intraperitoneal, and others (2.083, 1.938, and 2.184, respectively) were similar

to the oral/intragastric route (1 able 2).

Considering one single vaccination as reference with a protection index of 2.059, two vacci-
nations with a protection index of 2.446 provided better protection (p = 0.002) than single vac-
cinations. Conversely, three, four or nine vaccinations, with protection indexes of 1.835, 1.795,
and 2.576, respectively, were statistically similar (p>0.05) to single vaccinations (1 1lilc 7).

The use of adjuvant resulted in a significantly better (p = 0.002) protective index (2.359),
when compared to vaccination without adjuvant that resulted in a protective index of 2.066

(Table 2).

The analysis of challenge species, considering B. abortus as the reference with a protection
index of 1.954 demonstrated that protection indexes against B. melitensis, B. ovis, and B. suis

PLOS ONE | DOI:10.1371/journal.pone.0166582 November 15,2016
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Table 2. Bivariate meta-regression analysis of variables influencing the protection indexes of experimental brucellosis vaccines.

Confidence interval * * *

Variable ' Coefficient* _ pvalue** Lower limit Upper limit
Vaccine category—Attenuated reference-Overall p-value < 0.001 o
DNA o 07025 _ <0.001* & 04453
Inactivated 10.0679 0607 -0.1916 - 0.3275
Mutant -0.04485 0695 -0.2690 0.1793
Subunit -0.7107 <0.001* -0.8751 -0.5463
Vector | -0.8990 ~ <0.001* -1.2208 -0.5772
Constant 12,0799 _ 1<0.001* 1.9560 2.2038
Mouse strain—Balb/c reference—Overall p-value < 0.001 _
C57BL/6 -0.6272  ooo3+ -1.0439 -0.2104
Swiss 0.4197 0.002* 101555 0.6839
Others 1-0.2984 0.203 -0.7583 10.1615
Constant 2.0589 _ <0.001* 1.9251 2.1927
Route of vaccination—oral/intragastric reference-Overall p-value < 0.001 _ o
Intramuscular -0.3571 . 0.081 _-0.7591 0.0447
Intraperitoneal 10.2123 - 0.083 | -0.0280 0.4526
Subcutaneous 1 0.4790  <0.001* | 0.2226 | 0.7354
Others - 0.4581 0177 . -0.2070 1.1233
Constant 1.7265 _ ~<0.001* 1.4697 1.9832
Number of vaccinations-Single vaccination reference—Overall p-value < 0.001 _
Two 103872 o002 | 0.1453 0.6291
Three | -0.2241 0.108 | -0.4974 1 0.0491
Four -0.2645 0.197 | -0.6667 10.1376
Nine 10.5179 0.437 -0.7895 1 1.8253
Constant | 2.0597 <0.001* 11.9412 2.1783
Adjuvant—without adjuvant reference = -
Adjuvant use 102037 o002* 04111 104763
Constant 2.0665 - ~ <0.001* | 1.9428 12,1901
Species challenge—B. abortus reference—Overall p-value<0.001 = _
B. canis | | 0.4031 0084 -0.054 | 0.8603
B. melitensis |0.1947 0.011* 0.0456 | 0.3438
B. ovis 08208 _ <0.001* 05739 11,0677
B. suis 08088 0003* 0.2751 13425
Constant 1.9541 - <0.001* 1.8232 1 2.085
Challenge route—oral/intragastric refg_(gnt:_e»Ovea_‘q__l_l__R_-vam_g _ _
Intraperitoneal | 0.1676 -0.2034 1 0.5386
Others |-0.4428 -0.5747 ~ 0.4861
Intravenous {04419 0.4438 | 0.8395
Constant lverez 0 Jsoor | 14957 22588
Interval (days) between challenge and euthanasia _ B _

~|-0.004 . 0.165 -0.0096 1 0.001
Constant - 21665 | <0.001* 1.9916 2.3414

* Positive regression coefficients indicate that the variable has higher protection indexes than the reference variable when statistically significant. Negative
regression coefficients indicate the opposite.

** Statistically significant p values (p < 0.05).

*** Confidence interval indicates that under the same experimental conditions values would have that range in 95% of the time.

doi:10.1371/journal. pone.0166582.t002
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(2.148, 2.774, and 2.762, respectively) were significantly higher when compared to B. abortus
(Table 2). Conversely, the protection index against B. canis (2.357) was similar to that of B.
abortus (p<0.05).

Bivariate meta-regression analysis also considered the route of challenge, with the oral/
intragastric route with a protection index of 1.877 as the reference. The intravenous (I1V)
route, with a protection index of 2.318, was significantly more protective than the reference.
Protection indexes provided by the intraperitoneal (IP) or “other” routes (2.044 and 1.833,
respectively) were statistically similar to the reference (1 able 2).

Importantly, considering that vaccine experiments are not standardized, we evaluated the
effect of the interval between challenge and measurement of the protective index, and the
number of days between challenge and euthanasia of experimental animals did not signifi-
cantly influenced the protective index (Table 2).

Multivariate meta-regression

A meta-regression model was developed including all vaccine categories (attenuated, DNA,
inactivated, mutant, subunit, and vectored) considering the protection index as a dependent
variable and the other parameters (mouse strain, route of vaccination, number of vaccinations,
use of adjuvant, challenge Brucella species) as independent variables (10lc 3).

Subunit and vectored vaccines provided significantly lower protection indexes when com-
pared to attenuated vaccines (p<0.001), which was considered the reference vaccine category.
Protection indexes provided by DNA, inactivated or mutant vaccines were statistically similar
(p<0.05) to the reference (1uble 3).

Regarding the mouse strain used in the experiment, C57BL/6 and Swiss mice resulted in
protection indexes that were statistically similar to the reference Balb/c strain (1 .blc 3). Inter-
estingly, “other” mouse strains, which included mouse strains that were knockout for genes
related to immunity on a 129/Sv background, resulted in a lower protection index (p = 0.021)
when compared to the reference (Table 3).

With the exception of the intramuscular route of vaccination that provided lower protec-
tion index when compared to the oral/intragastric (p = 0.035), the other vaccination routes
(intraperitoneal, subcutaneous, and others) provided similar protection when compared to the
reference (Table 3). Two vaccinations performed better than the reference that was one single
vaccination (p<0.001), whereas three, four or nine vaccination did not improve the protection
index when compared to the reference (1able 3).

Experimental vaccines provided significantly higher protection indexes against B. meliten-
sis, B. ovis, and B. suis when compared to the reference challenge with B. abortus (1 :blc 1),
whereas the use of adjuvant did not have significant effect on the protection index ( | 1)l 3).

Source of publications on brucellosis vaccinology

The data used in this study was obtained from 117 scientific articles, which were grouped
according to the journal in which they were published. Frequencies of publications in different
journals are detailed 53 Table,

Discussion

Brucellosis remains as one of the most important zoonotic diseases in the world, which justifies
the large number of studies aiming to develop new and improved vaccines [10]. A meta-analy-
sis based on brucellosis vaccine development experiments in the mouse model was performed
in this study. A temporal analysis indicates that protection indexes remained stable over the
past 30 years, which may indicate that the knowledge accumulated during the past decades did
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rotection indexes of experimental brucellosis vaccines.

Standeed L Confidence interval***
Variable Coefficient* _ Eror P ualye"' - Lower limit Upper limit
Vaccine category—Attenuated reference-Overall p-value < 0.001 _ _ _ _
DNA __ -0.1826 e jO2291 Joaze ] 06325 02672
Inactivated -0.1333 _ /013 |03 -0.6325 _ 10.1397
Mutant 100145 01126 088 0285 0.2066
Subunit -1.0207 01453 <0.001* | -1.3059 -0.7355
Vector -1.0774 10.1947 <0001* -1.4597 _ -0.695
Mouse strain—Balb/c reference—Overall P-value =0.020 e B _
C578U6 04214 o208 oo 08309 -0.0119
Swiss 0.1386 0912 0469 o288 0.5141
Others -0.5824 .. 02524 0021% 1 -1.0780 -0.0868
Route of vaccination—-oral/intragastric reference-Overall p-value = 0.007 _ o _
Intramuscular -0.4072 _lo.1929 o | OPASE -0.7859 1 -0.0285
Intraperitoneal 00454 (01242 0715 ~ -0.2893 0.1985
Subcutaneous  |o.1466 || 01316 0266 01118 |0.4051
Others 0.3178 103136 | 0.311 | -0.2979 109335
Number of vaccinatlons—Single\(accinalion referer_u;:e—p_ver_a_ll p-value<0.001 _ _
Two 10.3943 10.1236 __ <0.001* 10.1516 0.6369
Three -0.0459 10.1439 10750 -0.3284 10.2366
Four -0.2248 _ 1 0.2096 0284 | -0.6363 10.1866
Nine 05015 0644 0 j04%  [o7ee 1765
Adjuvant—without adjuvant reference _ ] _ o o
Adjuvant use 0.1745 _ 100927 0060 o075 0.3565
Species challenge—B. aborrusr_eference—()ygra_ll_ p-value<0.001 o o
B. canis 0.157 102281 0491 ~ -0.2908 0.6048
B. melitensis 0.1652 00788 | 0036* 1 0.0106 10.3198
B. ovis _ 0.7301 _<0001* 04774 o088
B. suis 07793 _[0041r 00329 15257
Constant _ 1.8983 <0.001* . |18335 21632

* Positive regression coefficients indicate that the variable has higher protection indexes than the reference variable when statistically significant. Negative
regression coefficients indicate the opposite.

** Statistically significant p values (p <0.05).

*** Confidence interval indicates that under the same experimental conditions values would have that range in 95% of the time.

doi:10.1371/journal.pone.0166582.1003

not necessarily translated into better protection when considered the mouse as a model.
Another way to interpret this unexpected and disturbing finding is that the mouse model may
have a limited range of protection when it comes to brucellosis, which may have resulted in sta-
ble protection indexes over time. Limited knowledge on protective immune resposes of mice
and natural host species of Brucella spp. may also be a factor limiting advancement of this field.
Furthermore, traditional vaccine strategies, particularly those based on the use of attenuated
strains [79,88,142] provided better protection when compared to new strategies such as subunit,
DNA, and vectored vaccines. In the case of live attenuated vaccine strains there is a clear corre-
lation between results obtained in the mouse model and actual protection in the preferred host
species [10,11,143,144]. Indeed, vaccine strains such as B. abortus S19 and B. melitensis Rev.]
are known to generate a robust immune response [11,1:13], and to induce significant levels of
protection against B. abortus in cattle and B. melitensis in sheep and goats [10,11,114].
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The mouse has been largely used as an experimental model for Brucella spp. infection [ 0],
This model allows for calculating the protection index that is based on the difference between
the number of CFU (in Log) in the spleens of non vaccinated controls and vaccinated mice
[39]. Thus, a higher protection index indicates a better protection provided by a given experi-
mental vaccine. Experimentally, the protection index is very important for Brucella sp. vacci-
nology, which contrasts to other pathogens that are lethal, for which protection may be
assessed by prevention of lethality in the mouse model [ 11 °]. Importantly, correlation between
protection index in the mouse model and protection in the preferred host species is not clear
for most of the recently developed experimental vaccines. For instance, we have recently devel-
oped a B. ovis attenuated mutant vaccine candidate strain that lacks an ABC transporter [ 0],
which influences the virB-encoded Type IV secretion system [1-16] thus interfering with intra-
cellular trafficking [ 1-17]. This vaccine strain provided only moderate protection in the mouse
model, yielding a protection index of approximately 1.0 [120], whereas it surprisingly provided
avery strong protection against experimental challenge in rams, preventing shedding of the
wild type strain in the semen and urine, accumulation of inflammatory cells in the semen, and
gross or microscopic lesions induced by wild type B. ovis, resulting in sterile immunity under
experimental conditions [148]. This lack of a direct correlation between protection in the
mouse and the preferred host species may also be related to the fact that protection indexes
varied according to the wild type Brucella species used for challenging, which may indicate
that optimal levels of protection indexes may vary among different Brucella species.

This study demonstrated that attenuated live vaccine strains tend to provide higher levels of
protection. Considering that Brucella spp. is an intracellular pathogen, attenuated vaccines
tend to provide superior protection because the vaccine strain remains with the same tissue
and cell tropism as the wild type strain, thus mimicking a natural infection [119]. In fact, B.
abortus $19 and B. melitensis Rev1 are largely used as vaccine strains worldwide. Although
these vaccine strains generate high levels of protection against disease, there are considerable
drawbacks since they both have residual virulence for their hosts, they cause human infections
and disease, and they interfere with routine serological assays since they generate a an antibody
response against smooth Brucella lipopolysaccharide (LPS). Additionally, the Rev 1 vaccine
strain is resistant to streptomycin, one of the antibiotics used for brucellosis treatment in
human patients [11,76]. Conversely, the B. abortus RB51 vaccine strain provides protection
against the disease in cattle [150], and it has the advantage of not interfering with the standard
serological tests since this strain has a rough LPS [119], but this strain is resistant to rifampicin,
which is used for brucellosis treatment in human patients [11]. Mouse experiments demon-
strated that RB51 protects against experimental challenge with several Brucella spp. species,
including B. melitensis, B. ovis, B. abortus, and B. suis [88]. Thus, Brucella mutant strains carry-
ing a rough LPS have been used in several vaccine experiments [11,15]. However, mutant
rough strains provide lower levels of protection when compared to smooth attenuated vaccines
suchas Rev 1 [74,151].

Beginning in 2000, a large number of experiments evaluated mutant attenuated Brucella
strains as vaccine candidates. For the same reasons discussed concerning naturally attenuated
strains, these mutant strains tend to provide protection in the mouse model. A limiting factor
for these vaccines is the fact that some of these mutants have poor persistence in the host,
which may not allow enough time for exposure of the vaccine strain to the immune system,
thus preventing appropriate levels of protection [157-13 1. However, delivery systems that
promote a slow delivery of the vaccine strain may overcome this limitation [120,148). The
mutagenesis in these cases usually targets genes that are required for virulence or survival in
the host [93,153,155,156]. Mutant whose deleted genes are required during the early stages of
infection are quickly eliminated by the host immune system [155] so they tend to generate
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insufficient protective immunity [157,158]. There is a great interest in the generation of
mutant strains that carry a rough LPS, such as RB51, since these strains do not interfere with
the most commonly used serologic diagnostic methods [11,101]. However, rough strains tend
to be rapidly eliminated from the host, which results in lower levels of protection [1111].

This study demonstrated that, in general, subunit vaccines provided lower levels of protec-
tion, which may be due to limitations to identify the most protective antigens, but it is reason-
able to hypothesize that one single antigen may not be sufficient to trigger a strong protective
immune response against Brucella spp. [159,160,161].

In this study, some parameters affected protection against experimental challenge in the
mouse model. Balb/c is the most commonly used mouse strain for Brucella vaccine experi-
ments [16]. Importantly, protection indexes are influenced by the mouse strain. Indeed,
although C57BL/6 and Swiss mice provided protection indexes that were similar to those of
Balb/c, other strains, which included knockout strains for immune genes, provided lower pro-
tection indexes. With the exception of the intramuscular route of vaccination, all other vacci-
nation routes provided similar levels of protection, including the subcutaneous route that is
one of the preferable routes for practical purposes. The efficacy of the subcutaneous route of
vaccination is in agreement with previous studies [ 16]. Another parameter that may influence
protection, particularly in the case of subunit or DNA vaccines is the number of vaccinations,
with two vaccination providing better results than single vaccination.

This study associated descriptive statistics with a meta-regression analysis, which is a pow-
erful tool for advancing research on animal health [162]. A previous meta-analysis study on
Brucella vaccinology have identified factors that may influence experimental outcomes in
experiments evaluating whole organism vaccine formulations [16]. This study was more inclu-
sive, covering most of the relevant Brucella vaccine research performed using the mouse
model over the past three decades. The identification of variables that significantly influence
protection indexes in the mouse model, clearly indicates that more standardized experimental
protocols are urgently required to generate data that is more reproducible and with higher pre-
diction value for vaccine performance in the preferred host species. Comparing with a previ-
ous meta-analysis study, which was restricted to whole organism vaccines [ 1], we found
variables that are equally significant for other kinds of vaccines. For instance, vaccine category,
mouse strain, vaccination route, challenge pathogen strain, challenge route, and challenge-kill-
ing interval, influenced protection in the previous study [16] as well as in this more compre-
hensive meta-analysis. Therefore, this study largely expands the knowledge previously gained
with meta-analysis on Brucella vaccinology [16].

A critical aspect of the mouse model for Brucella vaccine development is the lack of stan-
dardized experimental conditions, which has been previously reviewed [167]. Although the
mouse is a well established model for Brucella infection and vaccinology [0, 165], and in spite
of very specific recommendations by the World Organisation for Animal Health (OIE) for
employing the mouse as a model for predicting protective potential against brucellosis in
ruminants [39], there is a wide range of parameters in experimental protocols, including sex,
age and strain of mice, vaccination and challenge routes, time elapsed between vaccination
and challenge and/or between challenge and assessment of splenic bacterial loads, among oth-
ers. This fact makes comparisons between studies and laboratories very unreliable.

Potential limitations of this study may be associated with restrictions of the original data-
base, although PubMed covers the vast majority of relevant papers on the field of experimental
Brucella vaccinology. Absence of publication of negative results may also have influenced the
outcome of this study, although similar levels of negative results would be expected among dif-
ferent categories of experimental vaccines.
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Conclusions

In conclusion, the importance of brucellosis as a threat for human health as well as due to eco-
nomic losses for the animal industry [1,9], justifies the enormous scientific effort to develop
better vaccines that lack residual pathogenic potential for animals and humans [!9]. However,
in spite of the large number of publication over the past 30 years, our results indicate that there
is not clear trend to improve the protective potential of these experimental vaccines, which
may at least in part explain why none of these new vaccine formulations or strategies has
reached the market.

Supporting Information

S1 Fig. Protection index according to the mouse strain experimentally used for different
categories of experimental vaccines against Brucella spp. infection. Vaccine categories
(attenuated strains, DNA vaccines, inactivated vaccines, attenuated mutant strains, subunit
vaccines, and vectored vaccines were regrouped according to the mouse strain experimentally
used (Balb/c, C57BL/6, Swiss, and others). Attenuated vaccines: Balb/c, n = 166; C57BL/6,

n = 9; Swiss, n = 34; others, n = 12. DNA vaccines: Balb/c, n = 67; C57BL/6, n = 1. Inactivated
vaccines: Balb/c, n = 60; Swiss, n = 6. Mutant vaccines: Balb/c, n = 89; C57BL/6, n = 6; Swiss,
n = 4; others, n = 3. Subunit vaccines: Balb/c, n = 274; C57BL/6, n = 3; Swiss, n = 9; others,

n = 1. Vectored vaccines: Balb/c, n = 38. Values indicate the median, second and third quartiles
(box), first and fourth quartiles (error bars). Outliers are indicated by dots.

(TIF)

$2 Fig. Protection index according to the route of vaccination for different categories of
Brucella spp. experimental vaccines. Vaccine categories (attenuated strains, DNA vaccines,
inactivated vaccines, attenuated mutant strains, subunit vaccines, and vectored vaccines) were
regrouped according to the route of vaccination (intragastric and oral, n = 81; intramuscular,
n = 90; intraperitoneal, n = 355; subcutaneous, n = 199; others, n = 9). Attenuated vaccines:
intragastric and oral, n = 12; intraperitoneal, n = 119; subcutaneous, n = 48. DNA vaccines:
intramuscular, n = 62; others, n = 4. Inactivated vaccines: oral, n = 20; intraperitoneal, n = 19;
subcutaneous, n = 26; others, n = 1. Mutant vaccines: oral, n = 5; intraperitoneal, n = 79; sub-
cutaneous, n = 14. Subunit vaccines: oral, n = 25; intramuscular, n = 28; intraperitoneal,

n = 119, others, n = 4. Vectored vaccines: oral, n = 19; intraperitoneal, n = 19. Values indicate
the median, second and third quartiles (box), first and fourth quartiles (error bars). Outliers
are indicated by dots.

(TIF)

$3 Fig. Protection index according to the number of vaccinations for different categories
of experimental vaccines against Brucella spp. Vaccine categories (attenuated strains, DNA
vaccines, inactivated vaccines, attenuated mutant strains, subunit vaccines, and vectored vac-
cines) were regrouped according to the number of vaccinations (1x, n = 394; 2x, n = 196; 3x,
n=111;4x, n = 36; 9x, n = 2). Attenuated vaccines: 1x, n=211; 2x, n = 6; 4x, n = 1). DNA vac-
cines: 1x, n = 6; 2x, n = 2; 3x, n = 34; 4x, n = 26). Inactivated vaccines: 1x, n = 4; 2x, n = 13; 3x,
n = 6; 4x, n = 3. Mutant vaccines: 1x, n = 97; 3x, n = 1. Subunit vaccines: 1x, n = 32; 2x,

n = 148; 3x, n = 68; 4x, n = 3. Vectored vaccines: 1x, n = 4; 2x, n = 27; 3x, n = 2; 4x, n = 3; 9x,
n = 2. Values indicate the median, second and third quartiles (box), first and fourth quartiles
(error bars). Outliers are indicated by dots.

(TIF)

PLOS ONE | DOI:10.1371/journal.pone.0166582 November 15, 2016 17/28

117



@'PLOS | on

Meta-Analysis and Advancement of Brucellosis Vaccinology

$4 Fig. Protection indexes according to the challenge Brucella spp. species for different cat-
egories of experimental vaccines. Vaccine categories (attenuated strains, DNA vaccines, inac-
tivated vaccines, attenuated mutant strains, subunit vaccines, and vectored vaccines) were
regrouped according to the Brucella spp. species used for experimental challenge (B. abortus,
B. canis, B. melitensis, B. ovis, and B. suis). Attenuated vaccines: B. abortus, n = 140; B. meliten-
sis, n = 60; B. ovis, n = 12; B. suis, n = 9. DNA vaccines: B. abortus, n = 33; B. canis, n = 2; B.
melitensis, n = 27; B. ovis, n = 6, Inactivated vaccines: B. abortus, n = 28; B. canis, n = 2; B. meli-
tensis, n = 26; B. ovis, n = 7; B. suis, n = 3. Mutant vaccines: B. abortus, n = 40; B. canis, n = 4; B.
melitensis, n = 47; B. ovis, n = 11. Subunit vaccines: B. abortus, n = 194; B. canis, n = 8; B. meli-
fensis, n = 54; B. ovis, n = 31. Vectored vaccines: B. abortus, n = 29; B. melitensis, n = 9. Values
indicate the median, second and third quartiles (box), first and fourth quartiles (error bars).
Outliers are indicated by dots.

(TIF)

S5 Fig. Protection index according to the challenge route for different experimental vac-
cine categories against Brucella spp. Vaccine categories (attenuated strains, DNA vaccines,
inactivated vaccines, attenuated mutant strains, subunit vaccines, and vectored vaccines) were
regrouped according to the route of challenge (oral and intragastric, n = 25; intraperitoneal,

n = 587; others, n = 26; intravenous, n = 131). Attenuated vaccines: oral and intragastric, n = 5;
intraperitoneal, n = 185; others, n = 4; intravenous, n = 23. DNA vaccines: oral and intragas-
tric, n = 1; intraperitoneal, n = 48; intravenous, n = 15. Inactivated vaccines: intraperitoneal,

n = 35; others, n = 14; intravenous, n = 17. Mutant vaccines: oral and intragastric, n = 1; intra-
peritoneal, n = 93; others, n = 4. Subunit vaccines: oral and intragastric, n = 16; intraperitoneal,
n = 191; others, n = 4; intravenous, n = 75. Vectored vaccines: oral and intragastric, n = 2;
intraperitoneal, n = 35; intravenous, n = 1. Values indicate the median, second and third quar-
tiles (box), first and fourth quartiles (error bars). Outliers are indicated by dots.

(TIF)

56 Fig. Protection index according to the use of adjuvant for different categories of experi-
mental vaccines against Brucella spp. Vaccine categories (attenuated strains, DNA vaccines,
inactivated vaccines, attenuated mutant strains, subunit vaccines, and vectored vaccines) were
regrouped according to the use or not of adjuvant (no, n = 528; yes, n = 253). Attenuated vac-
cines: no, n = 213; yes, n = 7. DNA vaccines: no, n = 61; yes, n = 7. Inactivated vaccines: no,

n = 44; yes, n = 22. Mutant vaccines: no, n = 96; yes, n = 6. Subunit vaccines: no, n = 84; yes,

n = 203. Vectored vaccines: no, n = 30; yes, n = 8. Values indicate the median, second and
third quartiles (box), first and fourth quartiles (error bars). Outliers are indicated by dots.
(TIF)

S1 Table. PRISMA Checklist.
(DOCQ)

S$2 Table. Raw data extracted from all 117 publications and 782 individual experiments.
(XLSX)

$3 Table. Distribution of the 117 articles included in this study according to the journal
they were published.
(DOC)
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Anexo 11

Tabela 1. Lista de referéncias utilizadas na meta-andalise em hospedeiros naturais, relacionadas com

a categoria de vacina

Categoria de vacina Imunogeno Hospedeiro  Espécie desafio Referéncia

Inativada irradiagéo RB51 Biséo B. abortus Olsen et al., 2015

Inativada B. abortus Bovino B. abortus Shumilov et al., 2010
KB 17/100

Atenuada B. abortus Biséo B. abortus Davis et al., 1991
S19

Atenuada B. abortus Biséo B. abortus Olsen et al., 2009
RB51

Atenuada B. abortus Biséo B. abortus Olsen e Johnson, 2012
RB51

Atenuada B. abortus Biséo B. abortus Olsen et al., 2003
SRB51

Atenuada B. abortus Bovino B. abortus Samartino et al., 2000
S19

Atenuada B. abortus Alce B. abortus Cook et al., 2002
RB51

Atenuada B. abortus Alce B. abortus Kreeger et al., 2002
RB51

Atenuada B. abortus Ovino B. melitensis el Idrissi et al., 2001
RB51

Atenuada B. melitensis Ovino B. melitensis Ebrahimi et al., 2012
Revl

Atenuada B. melitensis Caprino B. melitensis Kahl-McDonagh et al., 2006
Revl

Atenuada B. melitensis Caprino B. melitensis Edmonds et al., 2002
Revl

Atenuada B. melitensis Caprino B. melitensis Tabynov et al., 2016b
Revl

Atenuada B. melitensis caprino B. melitensis Diaz-Aparicio et al., 2004
Revl

Atenuada B. melitensis caprino B. melitensis Phillips et al., 1997
Revl

Atenuada B. melitensis caprino B. melitensis Elzer et al., 1998
Revl

Atenuada B. abortus Bovino B. abortus Shumilov et al., 2010
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Atenuada

Atenuada

subunidade

Atenuada

Atenuada

Atenuada

Atenuada

Atenuada

Atenuada

Atenuada

Atenuada

Atenuada

Atenuada

Atenuada

Atenuada

Atenuada

Atenuada

Atenuada

Atenuada

75/79-AB

B. abortus
RB51

B. abortus
RB51

rBolL 2

B. abortus
S19

B. abortus
S19

B. abortus
S19

B. abortus
S19

B. abortus
S19

B. abortus
S19

B. abortus
RB51

B. melitensis
Revl

B. melitensis
Revl

B. melitensis
Revl

B. melitensis
Revl

B. melitensis
Revl

B. melitensis
Revl

B. melitensis
Revl

B. melitensis
Revl

B. melitensis
Revl

Bovino

Bovino

Bovino

Bovino

Bovino

Bovino

Bovino

Bovino

Bovino

Ovino

Ovino

Ovino

Ovino

Ovino

Ovino

Ovino

Ovino

Ovino

Ovino

. abortus Olsen et al., 1999

. abortus Olsen, 2000

. abortus Wyckoff 11l et al., 2005

. abortus Tabynov et al., 2016a

. abortus Shumilov et al., 2010

. melitensis Tabynov et al., 2015

. abortus Wyckoff 11l et al., 2005

. abortus Fiorentino et al., 2008

. abortus Confer et al., 1985

. ovis Jiménes de Bagués et al., 1995

. ovis Blasco et al., 1993

. ovis Martins et al., 2010

. ovis Mufioz et al., 2006

. ovis Garcia-Carrillo, 1981

. ovis Blasco e Marin, 1987

. melitensis Jacques et al., 2007

. OVis Grill6 et al., 2009

. melitensis Barrio et al., 2009

. melitensis Tabynov et al., 2016b
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Vetor

Vetor

Vetor

Vetor

Vetor

Vetor

Vetor

Vetor

Mutante

Mutante

Mutante

Mutante

Mutante

Mutante

Mutante

Mutante

Mutante

Mutante

Mutante

B. abortus
RB51
+s0dC,whoA

Flu-BA
Flu-BA
Flu-BA

Flu-L7/L12-
Omp16

Flu-L7/L12-
Ompl6-
MontanideGe
101

Ompl6 e
L7/L12 (virus
HiNle
H5N1)

Flu-BA

SRB51 +
SODc, WhoA

B. melitensis
htrA

B. melitensis
Aasp24

B. melitensis
Aomp25

B. melitensis
AvirB2

VTRML1 - B.
melitensis

B. abortus
INTA2 (12)

B. abortus
M1-luc

B. ovis
AabcBA

B. melitensis
16M Rwa

B. melitensis
H38 Rper

Bisdo

Caprino
Bovino
Bovino

Bovino

Bovino

Bovino

Bovino

Alce

Caprino

Caprino

Caprino

Caprino

Caprino

Bovino

Bovino

Ovino

Ovino

Ovino

B.

abortus

. melitensis

. melitensis

. abortus

. abortus

. abortus

. abortus

. melitensis

. abortus

. melitensis

. melitensis

. melitensis

. melitensis

. melitensis

. abortus

. abortus

. ovis

. melitensis

. melitensis

Olsen et al., 2009

Tabynov et al., 2016b
Tabynov et al., 2015
Tabynov et al., 2016b

Tabynov et al., 2014

Tabynov et al., 2014

Tabynov et al., 2016¢

Tabynov et al., 2016¢

Nol et al., 2016

Phillips et al., 1997

Kahl-McDonagh et al., 2006

Edmonds et al., 2002

Kahl-McDonagh et al., 2006

Elzer et al., 1998

Fiorentino et al., 2008

Fiorentino et al., 2008

Silva et al., 2015

Barrio et al., 2009
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