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RESUMO

Erysipelothrix rhusiopathiae é uma bactéria Gram positiva, baciliforme e encapsulada, que
causa erisipela suina, doenca caracterizada por lesdes cutdneas e outros sinais como
septicemia, artrites e endocardites nos animais afetados. Vacinas a partir de células
atenuadas ou inativadas de E. rhusiopathiae estdo disponiveis no mercado, porém ndo séo
tdo eficazes no combate a forma aguda da doenca, além de agravarem sintomas da forma
cronica. Proteinas extracelulares de E. rhusiopathiae foram detectadas como sendo
potencialmente antigénicas, tendo sido clonadas as sequéncias codificadoras de 11 genes
correspondentes a essas proteinas em vetor de propagacado pJET1.2/blunt e de expressao
pPET28. O presente trabalho visa dar continuidade a este trabalho anterior pela expressao
heteréloga de quatro dessas proteinas, denominadas P1l, P3, P6 e P7, para a
caracterizacdo funcional das mesmas quanto a antigenicidade in vitro e ao seu carater
protetor contra E. rhusiopathiae em modelo murino. Para isto, foram realizadas: producgéo
em Escherichia coli das proteinas P1 e P7 na forma recombinante em linhagem Rosetta
(DE3) e das proteinas P3 e P6 em linhagem BL21 (DES3); purificacdo das proteinas
recombinantes por cromatografias de afinidade e exclusdo molecular. Todas as proteinas
recombinantes foram expressas com sucesso em E. coli e foram avaliadas funcionalmente
quanto a (ao): antigenicidade in vitro por Western blot e ELISA utilizando soro de suinos
previamente imunizados com a vacina comercial disponivel; efeito protetor em
camundongos, os quais foram desafiados com E. rhusiopathiae e monitorados quanto a
sobrevivéncia; antigenicidade in vitro por ELISA utilizando soros de camundongos
imunizados com as proteinas recombinantes e desafiados com E. rhusiopathiae. Os
resultados demonstraram que todas as proteinas foram antigénicas em suinos e
camundongos, porém somente a proteina P7 proporcionou sobrevida para ao menos um
dos seis camundongos desafiados. Este trabalho nos leva a concluir que a analise
imunoprotedmica foi uma ferramenta eficaz para a descoberta de novos potenciais
antigenos de E. rhusiopathiae, no entanto as proteinas antigéncias possuem efeito protetor
limitado para fins de proposicdo de novas vacinas. Novos estudos precisam ser realizados
a fim de se verificar se o efeito protetor das proteinas recombinantes aqui estudadas pode
ser mais eficaz por modificagdo da dosagem e/ou via de administragdo, ou ainda, se a
imunizagdo combinada da proteina P7 com outras proteinas antigénicas poderia apresentar

maior eficicia protetiva contra E. rhusiopathiae.

Palavras-chaves: Erysipelothrix rhusiopathiae, Erisipela suina. Antigenicidade,

Proteina recombinante. Vacina recombinante. Imunizacao.



ABSTRACT

Erysipelothrix rhusiopathiae is a gram-positive, bacilliform, and encapsulated bacterium that
causes swine erysipelas, a disease characterized by skin lesions and other symptoms such
as septicemia, arthritis, and endocarditis in the affected animals. Vaccines from attenuated or
inactive E. rhusiopathiae cells are available on the market, but they are not so effective to
overcome the acute form of the disease. Also, they can aggravate the symptoms of the
chronic form. E. rhusiopathiae extracellular proteins were detected as potentially antigenic. It
has previously been cloned the coding sequences for 11 genes related to these proteins in
the pJET1.2/blunt vector and pET28 expression vector. The present work aims to perform
heterologous expression of four of these proteins, named P1, P3, P6, and P7, for functional
characterization of their in vitro antigenicity and protection character against E. rhusiopathiae
in a murine model. For this, the following was performed: production of recombinant forms of
P1 and P7 proteins in Escherichia coli Rosetta strain (DE3) and of P3 and P6 proteins in
BL21 (DES3) strain; purification of the four recombinant proteins by affinity and molecular
exclusion chromatography. All recombinant proteins were successfully expressed in E. coli
and were functionally evaluated for: in vitro antigenicity by Western blot and ELISA, using
sera from swine immunized with the available commercial vaccine; protective effect in mice
by challenging with E. rhusiopathiae and monitoring of the animals survival; in vitro
antigenicity by ELISA using sera from mice immunized with recombinant proteins and
challenged with E. rhusiopathiae. The results demonstrated that all proteins are antigenic in
pigs and mice, but only P7 protein provides survival for at least one of the six challenged
mice. This work leads to the conclusion that the immunoproteomic analysis was a useful tool
for the discovery of new antigens of E. rhusiopathiae, however, the antigenic proteins have
limited protection effect for the proposals of effective new vaccines. New studies need to be
carried out in order to verify whether the protective effect of the recombinant proteins studied
here can be enhanced by changing the dosage or administration routes, or even by a
combination of P7 protein with other antigenic proteins for a greater protective efficacy

against E. rhusiopathiae.

Keywords: Erysipelothrix rhusiopathiae. Swine erisipela. Antigenicity. Recombinant

protein. Recombinant vaccine. Immunization.
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1 INTRODUCAO
1.1 Relevancia do tema

Isolada pela primeira vez de suino em 1882 por Louis Pasteur, a Erysipelothrix
rhusiopathiae é uma bactéria capaz de causar uma doenca conhecida como erisipela
(Opriessnig & Coutinho, 2019). Ela pode atuar como patégeno ou comensal em uma grande
diversidade de animais selvagens e domésticos, aves e peixes (Conklin & Steele, 1979;

Wang et al., 2010).

Quando a E. rhusiopathiae infecta suinos, hospedeiro de maior relevancia
econbmica, a doenca causada passa a ser conhecida como erisipela suina. A carne suina é
umas das mais consumidas no mundo, sendo que, em 2018, a maior parte foi produzida na
China, Unido Europeia, Estados Unidos (EUA) e Brasil. Somos também o quarto maior
exportador, com um total de 730 mil toneladas em 2018, atrds da Unido Europeia, EUA e

Canada, conforme o infogréafico da Figura 1.

MERCADO MUNDIAL DA CARNE SUINA

Fonte: USDA

MAIORES REBANHOS MAIORES PRODUTORES MAIORES CONSUMIDORES ~ MAIORES EXPORTADORES MAIORES IMPORTADORES
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Figura 1. Mercado mundial da carne suina nos anos de 2018-2019. Fonte da imagem:
https://www.embrapa.br/suinos-e-aves/busca-de-noticias/-/noticia/43987217/peste-suina-africana-desafio-do-
brasil-e-manter-animais-livres-da-doenca-letal-e-sem-cura-mas-que-nao-afeta-humanos; dados obtidos do USDA
(U.S. Department of Agriculture).

Ja foram relatados recentemente surtos de erisipela suina em paises onde a
suinocultura tem grande relevancia econdmica, inclusive no Brasil, o que tem causado
preocupacdes (Bender et al., 2010; Coutinho et al., 2011; Ding et al., 2015; TO et al., 2012).

Apesar de raros e considerados de carater ocupacional, casos de humanos
infectados pela E. rhusiopathiae ja foram relatados, principalmente aqueles que mantiveram
contato direto com animais infectados ou seus tecidos (Opriessnig & Coutinho, 2019; Reboli
& Farrar, 1989), inclusive contato com peixes de aquarios e lagos contaminados (Alawdah et
al., 2017; Asimaki et al., 2017; Tan et al.,, 2017). O principal sintoma causado pela E.
rhusiopathiae em humanos é a infeccdo cutdnea denominada erisipeldide (Wang et al.,
2010). Uma importante observacgédo € que a infec¢do cutanea ou subcutanea que ocorre em
humanos, conhecida por erisipela, ndo tem relagdo com a E. rhusiopathiae, e sim com as
bactérias do género Streptococcus (Bonnetblanc & Bédane, 2003). A transmissdo humano-

humano de E. rhusiopathiae ainda néo foi reportada até o momento (Opriessnig & Coutinho,

9



2019).

Mesmo com vacinas disponiveis ajudando a proteger os animais da morte subita e
da septicemia ocasionada pela forma aguda da erisipela, uma ocorréncia comum e cada vez
mais frequente é a de suinos com sintomas de artrites e endocardites (Nagai et al., 2008;
Reboli & Farrar, 1989; TO et al., 2012). Paises como China, Japdo e Estados Unidos tém
registrado surtos da doenca, inclusive entre animais vacinados (Opriessnig et al., 2004; TO
et al., 2012; Zou et al., 2015).

Sendo assim, o desenvolvimento de novas vacinas contra a erisipela suina é de
grande relevancia, particularmente as vacinas de subunidades, compostas por antigenos

especificos, por exemplo, de proteinas recombinantes.

1.2 Erysipelothrix rhusiopathiae

A E. rhusiopathiae é uma bactéria Gram-positiva (Figura 2), baciliforme, intracelular
facultativa, sem flagelo, encapsulada, mesdfila, ndo formadora de esporos e anaerébica
facultativa (Brooke & Riley, 1999; Opriessnig & Coutinho, 2019). Sua taxonomia é mostrada

na Tabela 1.

coloracdo de Gram. Fonte: http://people.upei.cal/jlewis/html/lab_4_to_6_11.html

Tabela 1. Taxonomia de Erysipelothrix rhusiopathiae. (Ogawa et al., 2011)
Reino  Bacteria
Filo Firmicutes
Classe Erysipelotrichia
Ordem Erysipelotrichales
Familia Erysipelotrichaceae
Género Erysipelothrix
Espécie Erysipelothrix rhusiopathiae

10



Até o momento, o género Erysipelothrix compreende sete espécies (Tabela 2): E.
rhusiopathiae (Migula, 1900; Skerman et al., 1980), E. tonsillarum (T. Takahashi et al.,
1987), Erysipelothrix sp. Linhagem 1, Linhagem 2, Linhagem 3 (Toshio Takahashi et al.,
2008), E. inopinata (Verbarg et al., 2004) e E. larvae sp. nov. (Bang et al., 2015).

Tabela 2. Caracteristicas das linhagens associadas com as diferentes Erysipelothrix ssp.

Espécies Isclados de Patnger’ncn Sorotipos Tipo de antigeno .
para suinos protetor de superficie
E. rhusiopathiae ~ Mamiferos terrestres e marinhos, Sim 1a,1b, 2, 4,5,6,8, 9% 11, A, B, C oucombinacfes
passaros, répteis, peixes e artropodes 12, 15,16, 17,19, 21, N
E. tonsillarum Mamiferos terrestres e peixes Varigvel 3,77 107, 14, 20, 22, 23, 25, Nenhum
26
Erysipelothrix sp. Suinos Sim 13 Nenhum
linhagem 1
Erysipelothrix sp.  Suinos Sim 9** 10™ 18 C
linhagem 2
Erysipelothrix sp. Suinos Sim 7 Nenhum
linhagem 3
E. inopinata Cultivo vegetal estéril-filtrado™* N&o N&o determinado Néo determinado
E. larvae sp.nov. Besouro N&o N&o determinado Néo determinado

*Poucas linhagens; **Maioria das linhagens; ***Nunca isolado de animal. Traduzido de (Opriessnig &
Coutinho, 2019).

Erysipelothrix spp. sdo inativadas pelas maiorias dos desinfetantes disponiveis. Além
disso, E. rhusiopathiae é inativada por calor umido a 55 °C, mas € resistente a muitos
métodos de preservacédo de alimentos e salgas (Conklin & Steele, 1979).

1.3 Erisipela suina

Os suinos sdo considerados os principais hospedeiros para a E. rhusiopathiae e é
estimado que cerca de 30-50% dos suinos que aparentam estar saudaveis sejam
portadores da bactéria (Opriessnig & Coutinho, 2019; Stephenson & Berman, 1978). Os
portadores podem dissipar o patdgeno através de suas excrecdes e secrecdes, e a bactéria
pode ser detectada em fluidos orais do suino apés um periodo de infeccdo de 1 a 9 dias
(Giménez-Lirola et al., 2013; Opriessnig & Coutinho, 2019). A infecgdo em suinos pode
ocorrer pela ingestdo de alimentos e agua contaminados e através de lesdes na pele
(Giménez-Lirola et al., 2013; Opriessnig & Coutinho, 2019). Os sorotipos mais virulentos e
comumente relatados em surtos de erisipela suina sédo 1a, 1b e 2 (Bender et al., 2010, 2011,
Eamens et al., 2006; Imada et al., 2004).

A erisipela suina pode se manifestar de trés formas: aguda, subaguda e crénica
(Conklin & Steele, 1979; Grieco & Sheldon, 1970; Opriessnig & Coutinho, 2019; Wood,
1992). A forma aguda é caracterizada pela morte subita do suino ou septicemia devido a
presengca da bactéria na corrente sanguinea (bacteremia), que pode ocorrer

aproximadamente 24 horas ap0s a exposi¢cao ao patégeno. Outros sintomas como aborto,
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depressao, febre, falta de apetite e dificuldades para se mover podem também se manifestar
(Conklin & Steele, 1979; Grieco & Sheldon, 1970).

A forma subaguda é a menos severa das trés. Aproximadamente 2 a 3 dias apés a
exposicdo, 0s animais apresentam lesbes em formato de “losango” de tons rosados,
avermelhados ou roxos, caracteristica marcante da erisipela suina (Figura 3). Apesar das
lesdes, os individuos ndo aparentam estar doentes, ndo apresentando temperatura corporal
alta ou persistente e o apetite do animal se encontra restabelecido (Opriessnig & Coutinho,
2019).

1 b - b . .. »
rah - - . »
» LN . A .
- A*%s - R . 2 - _

Figura 3. Les8es na pele caracteristicas da erisipela suina. Fonte: (Opriessnig & Coutinho, 2019).

Surgindo ap6s as outras duas e aproximadamente trés semanas depois da
exposicdo a E. rhusiopathiae, a forma crbnica € a mais significante economicamente,
podendo se manifestar naqueles animais sobreviventes e acarretando artrites e

endocardites, que podem levar a morte por insuficiéncia cardiaca e edema pulmonar
(Opriessnig & Coutinho, 2019).

Além dos suinos, uma variedade de espécies de vertebrados e invertebrados podem
ser infectados pela E. rhusiopathiae, incluindo ovelhas, bois, cavalos, cachorros, ursos,
cangurus, crustaceos, cetaceos, peixes de agua doce e salgada, galinhas, patos, aguias,
entre outros (Reboli & Farrar, 1989).
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1.4 Fatores de viruléncia de E. rhusiopathiae

Os mecanismos de patogenicidade de E. rhusiopathiae ainda ndo séo
compreendidos. Sabe-se que a via de exposicdo a bactéria em suinos € primariamente oral,
com infecgbes iniciais nas amigdalas ou mucosas gastrointestinais (Harada et al., 2013).
Quando sequestradas pelos condrdcitos de cartilagens articulares, a E. rhusiopathiae
adquire protec&o contra a resposta imune do hospedeiro, 0 que pode contribuir para artrites
cronicas (Franz et al., 1995; Opriessnig & Coutinho, 2019).

A viruléncia pode variar de acordo com a diversidade de isolados de E. rhusiopathiae
e pode ser modulada a partir de fatores de viruléncia como a neuraminidase, capsula

polissacaridica e proteinas de superficie (Opriessnig & Coutinho, 2019; Wang et al., 2010).

Neuraminidase é uma enzima que cliva 4cido sidlico das paredes celulares do
animal, fornecendo assim nutrientes para a bactéria e auxiliando na adesao bacteriana e
invasdo das células hospedeiras (Schauer, 1985). A secrecdo da enzima é proporcional ao
grau de viruléncia em linhagens de E. rhusiopathiae (Krasemann & Miller, 1975). Em E.
tonsillarum, espécie néo patogénica, a neuraminidase nao é secretada (Wang et al., 2005).
Em um trabalho de transcriptdmica e protedmica foram comparadas uma linhagem virulenta
e uma atenuada e sugerida a associagao entre a viruléncia e a presenc¢a de neuraminidase
(Li etal., 2016).

A enzima hialuronidase ja foi considerada um fator de patogenicidade de E.
rhusiopathiae, por facilitar a disseminagcdo da bactéria nos tecidos do hospedeiro (Berry &
Paton, 2000; Fitzgerald & Repesh, 1987; Ginsburg, 1972; Hynes & Walton, 2000). Porém, a
associacdo da producdo da enzima com a patogenicidade da bactéria foi estudada por
Norrung (Norrung, 1970) utilizando isolados virulentos e néo virulentos de Erysipelothrix,
estudo que levou a conclusdo de que a hialuronidase nédo influencia na viruléncia do
patégeno em camundongos. A deficiéncia na producdo de hialuronidase de fato torna a E.
rhusiopathiae na maioria das vezes nao virulenta, mas um outro fator envolvido é a perda da
capsula bacteriana. Um mutante negativo para a produgdo da enzima e que continha a
capsula se manteve virulento (Shimoji et al., 1994). A partir de entdo, foi sugerido que a
auséncia de viruléncia em E. rhusiopathiae esta atribuida a capsula bacteriana na maioria
dos casos, fornecendo resisténcia a fagocitose por leucdocitos e a morte intracelular em
macroéfagos, e que a hialuronidase ndo é essencial para a patogenicidade em camundongos
(Shimaoiji, 2000; Shimoiji et al., 2002).

A proteina SpaA (Surface protective antigen A) é o antigeno de E. rhusiopathiae mais

bem caracterizado, mostrando efeito protetor em camundongos e suinos (Imada et al., 1999;

13



Makino et al., 1998; Nazierbieke et al., 2010). Ela confere capacidade de adeséo da bactéria
em células endoteliais do hospedeiro (Harada et al., 2014; Zhu, Cai, et al., 2017), além de
recrutar plasminogénio, zimogeno da plasmina, enzima esta que degrada coagulos de
fibrina, aumentando a capacidade de adesdo (Zhu, Wang, et al., 2017) e inibir a acdo do
sistema complemento do suino (Borrathybay et al., 2015). Portanto, a SpaA atua como um
fator de patogenicidade.

Outras proteinas da familia Spa, como a SpaB e SpaC, também se mostraram
protetoras em camundongos, mas suas funcbes na viruléncia de E. rhusiopathiae ainda
precisam ser elucidadas (To & Nagai, 2007). Além delas, a proteina de superficie CbpB
(Choline-binding protein B) também apresenta um efeito protetor tanto em camundongos
guanto em suinos (Shi et al., 2013; Zhu et al., 2019).

As proteinas de superficie RspA e RspB também contribuem para a viruléncia de E.
rhusiopathiae. S&@o proteinas que participam da adesdo inicial e estdo envolvidas na
formacéo de biofilme (Shimoji et al., 2003). A enzima gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase
(GAPDH, do inglés: Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase) é considerada como um
potencial fator de patogenicidade de E. rhusiopathiae capaz de conferir efeito protetor contra
a erisipela em camundongos e suinos atuando como adesina (Zhu et al., 2018), além da sua
funcdo como catalisadora da glicélise ja bem caracterizada.

Além das proteinas mencionadas acima, foi reportado que o sobrenadante
concentrado de cultivos de E. rhusiopathiae é capaz de induzir resposta imune contra o
patégeno, mas que 0s antigenos responsaveis nao sado conhecidos (Shi et al., 2013). A fim
de estudar alguns desses antigenos, nosso grupo de pesquisa iniciou com Marquioni
(Marquioni, 2015) a deteccdo de proteinas antigénicas do sobrenadante da bactéria por
imunoprotedmica, sendo capaz de identificar, expressar e purificar alguns deles na forma
recombinante, e caracterizar funcionalmente sua antigenicidade e efeito protetor em

camundongos.

15 Prevencdao e controle da erisipela suina

Um dos importantes métodos de controle da erisipela suina € remocédo ou a
desinfec¢éo regular de fontes contaminadas, limitando a propagacé&o de E. rhusiopathiae no
ambiente (WOOD, 1975). Além disso, a bactéria pode ser eliminada com a maioria dos
desinfetantes encontrados comercialmente (Conklin & Steele, 1979; Fidalgo et al., 2002).
Boa criacdo e manejo dos rebanhos, boas condi¢cdes de higiene nos criadouros e vacinagao

dos suinos séo outras recomendacgdes para controlar o patégeno (Wood, 1992).
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A penicilina é um dos tratamentos escolhidos para infec¢des com E. rhusiopathiae,
apresentando bons resultados em suinos quando detectadas precocemente (Chuma et al.,
2010; Coutinho et al., 2011; Ding et al., 2015; Zhang et al., 2015). A maioria das linhagens
da bactéria também sdo suscetiveis a cefalosporinas, lincosamidas, macrolideos,
quinolonas e tetraciclinas. Porém, o uso de terapias antimicrobianas precisa ser avaliado
cuidadosamente devido & possibilidade de sele¢do de isolados resistentes (Chuma et al.,
2010; Coutinho et al., 2011). Genes de resisténcia a antibioticos localizados no cromossoma
e em plasmideos pequenos ja foram descritos (Xu et al., 2015; Zhang et al., 2015), mas o

mecanismo de desenvolvimento de resisténcia ainda é desconhecido.

As vacinas podem ser de bacterinas, as quais consistem em uma emulsdo de
bactérias, inativadas ou atenuadas, utilizadas para aumentar a imunidade do paciente contra
um patdgeno. As vacinas contra erisipela suina estdo disponiveis na forma celular desde os
anos 1950 (Wood, 1992) e atualmente sdo baseadas nos sorotipos 1 e 2 de E.
rhusiopathiae. A vacina de células inativadas, geralmente do sorotipo 2, sdo para injecao
intramuscular e a de linhagens atenuadas, geralmente do sorotipo la, sdo para a
imunizacdo em massa através da agua potavel (Eamens et al., 2006; Opriessnig et al.,
2004; Opriessnig & Coutinho, 2019). O tempo de imunizacéo das vacinas podem variar de 6
a 12 meses, para ambas formas de administracdo, capaz de prevenir a forma aguda da
erisipela suina, mas nao é eficaz na prevencao da forma crbnica (Opriessnig & Coutinho,
2019; Swan & Lindsey, 1998). Devido ao baixo tempo de imunizagdo, é necessario doses de
refor¢o, o que acaba se tornando uma desvantagem da vacina celular. A ineficiéncia dessas
vacinas celulares em prevenir a forma crénica da doenca pode estar relacionada com o
deposito de E. rhusiopathiae no citoplasma dos condrécitos de cartilagens articulares, como

mencionado na sec¢éo anterior.

1.6  Vacinas celulares e de proteinas recombinantes

A maioria das vacinas disponiveis atualmente sdo baseadas em tecnologias de
inativagdo ou atenuacgdo de patdgenos, porém havendo limitagBes e problemas associados
a tais tecnologias, como pode ter ocorrido nos Estados Unidos em 2001, onde foram
relatados casos sem explicagdo de erisipela em suinos vacinados e ndo vacinados
(Opriessnig et al., 2004).

O uso de vacinas multivalentes, ou seja, compostas por duas ou mais bactérias
antigénicas, sdo comuns e podem gerar certa preocupacdo. Ritzmann e Heinritzi (2001)

demonstraram que vacinas monovalentes (composta por somente uma bactéria antigénica)
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e multivalentes protegem os animais contra a doenca a ser prevenida. No entanto, a vacina
monovalente, responsavel por prevenir somente erisipela suina, induziu consideravelmente
mais anticorpos contra E. rhusiopathiae do que a vacina multivalente, responsavel por

prevenir as doencgas parvovirus e erisipela em suinos (Ritzmann & Heinritzi, 2001).

Outro motivo que pode estar relacionado a casos de erisipela suina em rebanhos
vacinados € a manipulacdo incorreta da vacina como: armazenamento incorreto, tempo e
forma de administracdo e periodo da vacinacdo. Surtos da doencga geralmente ocorrem
devido a imprudéncia do produtor em administrar somente uma dose, sendo que o

recomendando sdo duas (Opriessnig et al., 2004).

A coinfecgéo (infecdo do hospedeiro por dois ou mais patégenos simultaneamente)
com virus também pode ser uma causa da infecdo por E. rhusiopathiae em suinos
vacinados. Em experimento conduzido por Sakano e colaboradores (1997), foi inoculado um
virus, responsavel pela sindrome respiratéria e reprodutiva dos suinos (PRRS, do inglés:
Porcine Reproductive and Respiratory Syndrome), em animais previamente vacinados
(vacina composta de E. rhusiopathiae atenuada). Apés a inoculagdo do virus, 0s suinos
foram desafiados com E. rhusiopathiae, resultando em animais com febre e lesdes na pele.
Os suinos que nao tiveram o virus inoculado se mantiveram saudaveis, sugerindo que o
virus PRRS pode interferir na eficacia da vacina atenuada de E. rhusiopathiae (Sakano et
al., 1997).

Com tais limitagcbes e problemas associados, ha um grande interesse por novas
tecnologias para formular vacinas mais eficazes, menos laboriosas para producdo e
economicamente viaveis. Uma dessas tecnologias sdo as vacinas de proteinas
recombinantes, que sdo um elo entre as vacinas de subunidades (a base de antigenos
produzidos pelo organismo patogénico nativo) e a tecnologia do DNA recombinante,
capazes de produzir antigenos do patbgeno em organismos geneticamente modificados. Em
muitos casos, essa tecnologia garante uma fonte barata e inesgotavel de proteinas do
patdgeno a fim de estudar sua patologia e possivelmente o descobrimento de novos

antigenos vacinais (Francis, 2018).

Uma das primeiras vacinas veterinarias recombinantes produzidas em E. coli com
sucesso foi baseada na glicoproteina de superficie gp70 do virus da leucemia felina (FeLV),
sendo conhecida como proteina p45 (Marciani et al., 1991). Recentemente foi liberada a
venda da primeira vacina recombinante no Brasil contra o circovirus suino tipo 2 (PCV2), a
Safesui Circovirus (Ourofino), utilizando baculovirus como sistema de expresséo (Dezen,
2011).
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Em humanos, vacinas recombinantes ja sdo utilizadas para combater diversas
patologias e patégenos, por exemplo, hepatite B e E, papilomavirus (HIV), meningococos B,
e toxina B da colera (Delany et al., 2014). Além delas, outras vacinas baseadas em
proteinas recombinantes produzidas em E. coli estdo sendo estudadas a fim de prevenir
dengue (C.-Y. Chiang et al., 2016; C. Chiang et al., 2014; Versiani et al., 2017) e doenga
pneumocdécica (Harding et al., 2019), entre outras doencgas ocasionadas pelos mais diversos
tipos de patégenos.

Assim, a maior utilizacdo de vacinas recombinantes em rebanhos suinos é uma
questdo de tempo, que depende de investimento na pesquisa por novos alvos e por

comprovacao da sua eficacia.

1.7 Trabalhos com E. rhusiopathiae no LBBMA

Com o objetivo de identificar e caracterizar novos antigenos de E. rhusiopathiae,
nosso grupo de pesquisa (Laboratério de Bioquimica e Biologia Molecular Aplicada —
LBBMA/ DGE/ UFSCar, S. Carlos) iniciou a detecgcdo de proteinas antigénicas do
sobrenadante do cultivo da bactéria, sendo capaz de identificar, expressar e purificar

algumas delas na forma recombinante para fins de caracterizacdo funcional.

Para identificar potenciais antigenos entre as proteinas secretadas por E.
rhusiopathiae cultivada in vitro, Marquioni realizou uma andlise imunoprotedmica (Marquioni,
2015) (Figura 4). Nessa andlise, as proteinas extracelulares bacterianas foram separadas
por eletroforese bidimensional seguida de Western Blot com soro de suinos imunizados com
a vacina celular comercialmente disponivel de E. rhusiopathiae; os spots imunorreativos aos
anticorpos do suino foram isolados de um segundo gel corrido em paralelo, sendo as
proteinas constituintes desses spots identificadas por espectrometria de massas (MS/MS).

O resultado foi uma lista de proteinas candidatas a antigenos.
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Figura 4. Esquema da analise imunoprotedmica para identificacdo de proteinas potencialmente
antigénicas do sobrenadante de cultivos de E. rhusiopathiae. Fonte: (Marquioni, 2015)

No trabalho de Marquioni (2018) as sequéncias codificadoras (CDS) de 11 das 20
proteinas identificadas foram amplificadas por PCR a partir do DNA genbmico de E.
rhusiopathiae, linhagem NCTC 11002 (oriunda da Colecdo Nacional de Tipos de Culturas -
NCTC), pertencente ao soro tipo Al, usando-se primers com sitios de restricdo apropriados.
A linhagem NCTC 11002 de E. rhusiopathiae foi cedida gentilmente pelo Prof. Dr. Adilson
José da Silva e pela Profa. Dra. Teresa Cristina Zangirolami do Departamento de
Engenharia Quimica da Universidade Federal de Sdo Carlos (DEQ/UFSCar). Os produtos
de PCR foram clonados em plasmideo pJET1.2/blunt e utilizados para transformacao de
células competentes de Escherichia coli, linhagem DH5a. Os clones resistentes a ampicilina
e que apresentaram insertos de tamanho esperado (clones positivos) foram sequenciados
para confirmar a integralidade dos genes das proteinas de E. rhusiopathiae. Os insertos
foram recuperados e ligados em plasmideo pET28a in frame com a sequéncia codificadora
de His-tag na extremidade N-terminal e, entdo, transformados em células competentes de E.
coli, linhagem DH5a. Apds confirmagao dos clones positivos, foram preparadas aliquotas de

suspensao bacteriana para estoque permanente a -80 °C em glicerol 20%.

A expressdo heterdloga das 11 proteinas de E. rhusiopathiae foi testada apds
transformacgdo dos vetores recombinantes de pET28 em E. coli BL21 (DE3), mas somente
duas proteinas, genericamente denominadas de P3 e P6, foram expressas, purificadas com
sucesso e caracterizadas funcionalmente (Marquioni, 2018). A antigenicidade das duas
proteinas foi confirmada em imunoensaio com soros de suinos imunizados contra a vacina

comercial celular de E. rhusiopathiae e uma protecdo parcial em camundongos foi
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observada. As proteinas selecionadas tinham similaridades menores que 1% com proteinas
de Sus scrofa domesticus (suino) e Mus musculus (camundongo), o que foi verificado pela
utiizacggo da ferramenta Blastp contra o banco de dados NCBInr
(https://www.ncbi.nim.nih.gov/) (Marquioni, 2018).

As proteinas tiveram suas identidades preservadas (MARQUIONI 2015;
MARQUIONI, 2018) e foram assim mantidas neste trabalho (e com a mesma designacgao
anteriormente adotada), devido a possibilidade de pedido de patente de carater pré-clinico,
caso 0s resultados sejam promissores futuramente quanto ao efeito protetor contra a

Erysipelothrix rhusiopathiae em modelo murino.
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2.1

OBJETIVOS

Geral

Avaliar a antigenicidade in vitro e o carater protetor in vivo de quatro proteinas

recombinantes de Erysipelothrix rhusiopathiae em modelo murino.

2.2

Especificos

Expressar na forma recombinante quatro proteinas potencialmente
antigénicas de E. rhusiopathiae, denominadas P1, P3, P6 e P7, a partir de
vetores de expressao recombinantes ja disponiveis contendo os genes de
interesse;

Purificar as quatro proteinas recombinantes de E. rhusiopathiae;

Detectar por meio de Western blot a producdo de anticorpos imunorreativos
as proteinas de interesse por suinos imunizados com a vacina celular
comercial;

Quantificar por ELISA os anticorpos imunorreativos as proteinas de interesse
nos soros de suinos imunizados com a vacina celular comercial;

Avaliar em modelo murino o efeito protetor das quatro proteinas
recombinantes de E. rhusiopathiae;

Quantificar por ELISA os anticorpos imunorreativos as proteinas de interesse

nos soros de camundongos desafiados com E. rhusiopathiae.
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3 METODOS EMPREGADOS
3.1 Bactérias, meios de cultura e condicdes de cultivo

As células de Escherichia coli (Tabela 3) foram reativadas a partir do estoque com
20% de glicerol a -80 °C, por incubacéo a 37 °C por 24 horas em meio LB contendo 1,5% de
agar (LB Broth, Sigma-Aldrich; Bacteriological Agar, Acumedia). Uma colénia de cada
linhagem foi cultivada em 5 mL de meio LB (LB Broth, Sigma-Aldrich) a 37 °C e 250 rpm,
overnight, em equipamento Innova44 (New Brunswick Scientific). Em seguida, os cultivos
foram vertidos em 500 mL de meio LB, quando necessério, e incubados nas mesmas
condicdes. Os crescimentos de E. coli foram monitorados em equipamento iMark Microplate

Absorbance Reader (Bio-Rad) pela leitura de DOsgsnm.

Tabela 3. Linhagens de E. coli e vetores utilizados neste trabalho

Células Linhagens Vetor Referéncia
Escherichia coli Fjl:‘l'zi;ua3 Marquioni, 2015
a
BL21 (DE3) peiseap
pPET28a_p6

Rosetta (DE3)

Células de E. rhusiopathiae NCTC 11002 pertencentes ao sorotipo la, utilizadas
para desafiar os camundongos no ensaio de prote¢éo, foram cedidas gentilmente pelo Prof.
Dr. Adilson José da Silva e pela Profa. Dra. Teresa Cristina Zangirolami do Departamento de
Engenharia Quimica da Universidade Federal de Sédo Carlos (DEQ/UFSCar), e pelos
colaboradores do presente trabalho. As células foram reativadas por incubacéo a 37 °C por
3 dias em meio LB com 1,5% &gar e 30 pg/mL de canamicina. Para a propagacdo em meio
liguido, uma col6nia foi repicada em 10 mL de meio Feist modificado (Groschup & Timoney,
1990) e otimizado (Tabela 4) com mesma concentragdo de canamicina e incubada a 37 °C
numa agitacéo de 200 rpm por 2 dias (Silva, 2007). O crescimento foi monitorado de acordo
com sua DOgynm. Os cultivos e manipulagdo de E. rhusiopathiae foram realizados no
Laboratério de Fabricas Celulares (LaFaC) do Departamento de Engenharia Quimica, de
nivel 2 de Biosseguranca (DEQ/UFSCar).
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Tabela 4. Componentes para meio Feist modificado e otimizado

Componente Concentragao
Glicose 9,0 g/L
Extrato de levedura 7,58g/L
Triptona 7,5g/L
Arginina 0,75 g/L
Fosfato de potassio 0,14 g/L
Fosfato de sédio dibasico 6,80 g/L
Tween 80 0,75 mL/L

pH 8,0

3.2 Procedimentos para eletroforese e quantificacédo de proteinas

Para as separacdes de proteinas por eletroforese em gel de poliacrilamida contendo
dodecil-sulfato de sédio (SDS-PAGE, do inglés: sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel
electrophoresis), os géis foram feitos com 14% de poliacrilamida, corados com Coomassie
G-250 e descorados, overnight, com solu¢do composta de 10% de etanol, 2,35% de acido
fosférico e dgua destilada. As amostras foram submetidas a 150 V por 2 horas em tampao
de corrida (25 mM Tris, 190 mM glicina, 0,1% SDS) em sistema Mini-protean (Bio-Rad).
Antes de serem aplicadas nos géis, as amostras celulares (pré e pés-indugédo da expressao)
foram normalizadas para que tivessem densidade Optica a 595 nm (DOsgsnm) de 1,0,
adicionadas em tampdo de Laemmli e fervidas a 100 °C. Amostras proteicas foram
adicionadas em tampéao de Laemmli e fervidas para separacdo por SDS-PAGE.

Para a quantificacéo das proteinas utilizando o método de Bradford foi adicionado 1
ML de solugdo contendo a proteina em 159 pL de agua destilada e 40 pyL de reagente de
Bradford (Bio-Rad Protein Assay Dye Reagent, Bio-Rad). A absorbéancia resultante foi
medida em equipamento iMark Microplate Absorbance Reader (Bio-Rad) em comprimento
de onda de 595 nm. A curva padrao foi realizada com albumina de soro bovino (BSA), em
concentracdes de 0 a 5 mg/mL. Foi substituido 1 pL de proteina por 1 pL de &dgua destilada
para a reacdo do “branco”, utilizada para calibrar a leitura de absorbancia como zero no

equipamento. Todas as reacdes foram feitas em triplicata.

3.3 Procedimentos de Biologia Molecular

Em geral, os procedimentos de biologia molecular como producdo de células
competentes e sua transformacdo, e purificacdo de proteinas recombinantes por
cromatografia de afinidade foram realizados segundo Sambrook e colaboradores (Sambrook

& Russell, 2001), ou entdo descritos conforme séo citados.
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3.4 Transformacédo de E. coli Rosetta (DE3) com o0s vetores de expressao

contendo as regifes codificadoras de P1 e P7

As proteinas denominadas P1 e P7 de E. rhusiopathiae foram expressas pela
primeira vez em E. coli Rosetta (DE3) ap0s sua transformacdo com o vetor pET28a
contendo as respectivas sequéncias codificadoras, como descrito a seguir. Tais vetores
foram construidos por V.M. Marquioni (Marquioni, 2018), e disponiveis no LBBMA.

Células de E. coli DH5a contendo as sequéncias codificadoras de P1 e P7 em
pET28a foram reativadas em meio LB agar e propagadas em 5 mL de meio liquido, ambos
com 30 pg/mL de canamicina. Ao final, 4 mL do cultivo foi centrifugado em equipamento
Sorvall Legend Micro 17R (Thermo Fisher Scientific) a 15.000 x g em tubo de centrifuga de
2 mL por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e as células utilizadas para a
recuperacdo dos plasmideos com o kit Fast-n-Easy Plasmid Mini-Prep (Cellco). Os

plasmideos foram suspendidos em 50 yL de 4gua destilada.

Para producdo de células competentes de E. coli Rosetta (DE3) as células foram
cultivadas até DOsgs,m de ~0,5 e centrifugadas em equipamento Sorvall Legend XTR
(Thermo Fisher Scientific) a 10.000 x g por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e os
pellets lavados trés vezes com os respectivos volumes de 80 mL, 18 mL e 2 mL de solugéo
contendo 25 mM Tris-HCI, 10 mM CacCl,, 20% glicerol, pH 7,4, durante 5 minutos cada
lavagem. A dltima ressuspenséo, em volume de 2 mL, foi dividida em aliquotas de 25 pL,

gue foram armazenadas em ultrafreezer (-80 °C).

Foi adicionado 1 pL do plasmideo em 25 pL de células competentes de E. coli
Rosetta (DE3), as quais foram mantidas em gelo por 20 minutos para transformacdo. Em
seguida, foram adicionados 75 pL de meio LB e nova incubacao foi realizada a 37 °C por 50
minutos. O cultivo foi plaqueado em LB agar com 30 pg/mL de canamicina e 25 pg/mL de
cloranfenicol, sendo incubado a 37 °C por 24 horas. A adicdo de cloranfenicol é realizada
para manutengdo do plasmideo pRARE, que codifica resisténcia para esse antibidtico e esta
presente na linhagem Rosetta (DE3). Uma coldnia foi propagada em 5 mL de meio LB com
0s mesmos antibidticos a 37 °C e a 250 rpm, overnight. O cultivo foi dividido em aliquotas

com 20% de glicerol para estogue permanente.

3.5 Inducdo e analise da expressao das proteinas P1, P3, P6 e P7

Diferente das proteinas P1 e P7, as proteinas P3 e P6 foram expressas a partir de E.
coli BL21 (DE3), cujos clones estavam disponiveis como estoque permanente em NnosSso

laboratorio (Marquioni, 2018).
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Quando expressos no pET28a, os genes de interesse adquirem seis histidinas,
somando por volta de 1 kDa a massa molecular da proteina recombinante. Portanto, as
proteinas P1, P3, P6 e P7 de E. rhusiopathiae, ao serem expressas em pET28a, tém
massas moleculares, em kDa, de aproximadamente 64, 67, 70 e 64, respectivamente. As
massas moleculares e numero de aminoacidos de cada proteina em sua forma nativa estao

descritos na Tabela 5.

Tabela 5. Massa molecular e numero de aminoacidos das proteinas nativas de E. rhusiopathiae.

Proteina Massa molecular N©°
nativa (kDa) aminoacidos
P1 62,8 567
P3 65,8 581
P6 68,6 600
p7* 63,3 566

*O gene da proteina P7 foi clonado sem a sequéncia que codifica o peptideo sinal de 37 aminoacidos
(Marquioni, 2018), resultando em uma proteina com massa molecular de aproximadamente 63 kDa e 566
aminoécidos. A proteina integral tem peso molecular de aproximadamente 67 kDa e 603 amino&cidos.

Os estoques permanentes de E. coli BL21 (para P3 e P6) e Rosetta (P1 e P7) foram
reativados em meio LB agar e cultivados em meio LB (como descrito no item 3.1) até
atingirem DOsgs, de aproximadamente 0,5, momento em que foi adicionado isopropil-3-D-1-
tiogalactopiranosideo (IPTG, Invitrogen) para concentragéo final de 0,1 mM, e mantidos a 18
°C sob agitacao a 250 rpm por 4 horas para inducdo da expressédo das proteinas. Aliquotas

de 50 uL foram recolhidas antes e ap6s a inducao para serem analisadas por SDS-PAGE.

Confirmadas as expressoes via SDS-PAGE, os cultivos foram centrifugados a 4 °C,
12.000 x g por 10 minutos. Os pellets foram ressuspensos em 20 mL de tampéo Tris-NacCl
(50 mM Tris-HCI, 250 mM NacCl, pH 8,0) com 0,1 mM de fluoreto de fenilmetilsulfonil (PMSF,
do inglés: phenylmethylsulfonyl fluoride). As suspensdes foram lisadas por sonicagdo com
16 pulsos de 23% de amplitude por 30 segundos, com 30 segundos de intervalo entre um
pulso e outro, em equipamento Sonic Dismembrator Model 500 (Fisher Scientific). Os
lisados foram centrifugados sob as mesmas condicbes anteriores para separar 0
sobrenadante (fragcdo sollvel) dos debris (fracdo insoltvel), sendo analisados por SDS-
PAGE, juntamente com as aliquotas oriundas da purificacdo por cromatografia de afinidade
(Item 3.6).

3.6 Purificacdo das proteinas recombinantes por cromatografia liquida de

afinidade e de exclusdo molecular

A purificacdo de cada uma das proteinas recombinantes foi realizada em coluna de
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cromatografia Poly-Prep (Bio-Rad) com 1 mL de resina IMAC Sepharose 6 FastFlow (GE
Healthcare) carregada com sulfato de niquel. Com as colunas previamente equilibradas com
tampao Tris-NaCl (50 mM Tris-HCI, 250 mM NacCl, pH 8,0), a fracdo soltvel foi adicionada e
0 eluato coletado. Em seguida, a coluna foi lavada trés vezes com solugao 1% de Triton e
20% de glicerol em tampéao Tris-NaCl, sendo que, para cada lavagem foi utilizado 3 VC
(volume de coluna; 3 mL) dessa solucdo. Apds as lavagens, as proteinas aderidas as
resinas foram eluidas e recuperadas pela adi¢cdo de 3 VC (3 mL) de solugbes com gradiente
crescente de concentracdo de imidazol (Sigma-Aldrich), preparadas em mesmo tampao
(Tabela 6).

Tabela 6. Concentrac6es de imidazol para eluigdo das proteinas

Proteina Concentra¢tes de Imidazol (mM)

P1 20, 30, 40, 50, 60, 75, 90, 100, 125, 150 e 500
P3 2, 100 e 500
PG 2, 150 e 500
P7 20, 30, 40, 50, 60, 75, 90, 100, 125, 150 e 500

As fracBes das proteinas recombinantes (P1, P3, P6 e P7) que tiveram melhor
rendimento e pureza confirmados por SDS-PAGE foram concentradas trés vezes utilizando
Amicon Centriprep YM-3 (Millipore). Em seguida, prosseguiram para cromatografia de
exclusdo molecular em equipamento Akta Explorer 10 FPLC (GE Healthcare) com coluna
HiLoad16/60 (GE Healthcare) e resina Superdex 200 (GE Healthcare). O fluxo utilizado foi
de 1 mL/minuto, e cada fracdo coletada continha 0,5 mL. Previamente a sua utilizacdo, a
coluna foi equilibrada com tampao 50 mM Tris-HCI, 150 mM NacCl, pH 8,6, o qual foi filtrado
com papel qualitativo (gramatura 80g) e deaerado em lavadora ultrassénica (Eco-Sonics).
Apoés a cromatografia de exclusdo molecular, as proteinas recombinantes foram analisadas

por SDS-PAGE e quantificadas pelo método de Bradford.

A cromatografia de exclusdo molecular foi realizada no Laboratério de Bioquimica
Funcional e Estrutural (LBFE) sob supervisdo da Profa. Dra. Dulce Helena Ferreira de
Souza (DQ/UFSCar- S. Carlos-SP).

3.7 Western Blot dos soros de suinos contra as proteinas recombinantes

Uma quantidade de 2 pg de cada uma das proteinas recombinantes foi submetida a
SDS-PAGE, sendo as proteinas transferidas do gel para membrana de nitrocelulose de 0,45
um (Bio-Rad) em sistema Mini-protean (Bio-Rad), a 400 mA por 2 horas em tampéao de
transferéncia (25 mM Tris, 190 mM glicina, 0,1% SDS, 20% metanol, pH 8,3).

As membranas foram bloqueadas overnight com 9% de leite em p6 (Molico, Nestlé)
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dissolvido em tampédo TBST (20 mM Tris, 500 mM NaCl, 0,01% Tween 20, pH 8,0) e
incubadas com soros de suinos antes e apOs imunizagdo com a vacina comercial. Em
seguida, foram adicionados anticorpos secundéarios anti-lgG de suinos conjugados com
peroxidase (Anti-swine IgG (H+L) Antibody, Peroxidase-Labeled, KPL). Os soros de suinos e
os anticorpos secundarios foram diluidos 1:5.000 em tampao TBST e incubados com as
membranas por 1 hora cada. Todas as etapas foram mantidas em agitagdo e, no final de
cada uma foram realizadas trés lavagens com TBST por 5 minutos. Foi utilizado o kit Clarity
Western ECL Substrate (Bio-Rad) e equipamento ChemiDoc (Bio-Rad) para a revelacado e
fotodocumentacdo, respectivamente, das proteinas imunorreativas nas membranas de

nitrocelulose.

Paralelamente ao gel que foi transferido para a membrana foi também obtido um gel
com as mesmas amostras, o qual foi corado com Coomassie G-250, para ser utilizado com

referéncia.

Os soros de suinos foram obtidos a partir de trés animais diferentes (triplicata
biologica) e em dois momentos: antes da imunizacdo e apos a segunda dose da vacina
comercial FarrowSure B Gold (Zoetis) contra E. rhusiopathiae. Os soros foram produzidos
pela empresa Cripion Biotecnologia (Andradina, SP, Brasil), tendo sido os mesmos
utilizados anteriormente, tanto na analise imunoproteémica (Marquioni, 2015) como em

imunoensaios subsequentes realizados por V.M. Marquioni (Marquioni, 2018).

3.8 Titulac&o de anticorpos contra as proteinas P1, P3, P6 e P7 nos soros de

suinos

Para cada proteina recombinante P1, P3, P6 e P7, os pocos de uma microplaca
foram sensibilizados a 4 °C, overnight, com 50 ng de proteina. O bloqueio foi realizado em
temperatura ambiente (25 °C) por 2 horas com 9% de leite em p6 (Molico, Nestlé). Em
seguida, os pocos foram incubados em temperatura ambiente por 2 horas com soros de
suinos diluidos de 1:10 até 1:10.000. Os anticorpos secundarios anti-lgG de suinos
conjugados com peroxidase (Anti-swine 1gG (H+L) Antibody, Peroxidase-Labeled, KPL)
foram diluidos 1:10.000 e incubados em temperatura ambiente por 2 horas (Figura 5). Todas
as etapas foram realizadas em 300 pL de tampéo carbonato-bicarbonato (50 mM, pH 9,6),
ao abrigo de luz e, no final de cada uma, os pogos foram lavados trés vezes com 300 pL de
tampédo PBST (137 mM NacCl, 2,7 mM KCI, 10 mM Na,HPO,, 1,8 mM KH,PO,, 0,005%

Tween 20) em lavadora automatica (TP-Washer NM, Thermoplate).
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Pré-imunizacdo 3 semanas pds-1* dose 2 semanas pos-2? dose
1:10 1:100 | 1:1.000 | 1:10.000 | 1:10 1:100 | 1:1.000 | 1:10.000| 1:10 1:100 | 1:1.000 | 1:10.000
Suino #1 | Suino w1 | Suino 11 | Suino #1 | Suino #1 | Suino 1 | Suino m1 | Suino #1 | Suino #1 | Suino 1 | Suino w1 | Suino 71
1:10 1:100 | 1:1.000 | 1:10.000 | 1:10 1:100 | 1:1.000 | 1:10.000| 1:10 1:100 | 1:1.000 | 1:10.000
Suino #1 | Suino #1 | Suino #1 | Suino #1 | Suino #1 | Suino #1 | Suino #1 | Suino #1 | Suéno #1 | Suino #1 | Suino #1 | Suino 71
1:10 1:100 | 1:1.000 | 1:10.000 | 1:10 1:100 | 1:1.000 | 1:10.000| 1:10 1:200 | 1:1.000 | 1:10.000
Suino #2 | Suino #2 | Suino #2 | Suino #2 | Suino #2 | Suino #2 | Suino #2 | Suino #2 | Suino #2 | Suino #2 | Suino #2 | Suino #2
1:10 1:100 | 1:1.000 | 1:10.000| 1:10 1:100 | 1:1.000 | 1:10.000| 1:10 1:100 | 1:1.000 | 1:10.000
Suino #2 | Suino #2 | Suino #2 | Swino #2 | Suino #2 | Suino #2 | Suino #2 | Suino #2 | Suino #2 | Suino #2 | Suino #2 | Suino 12
1:10 1:100 | 1:1.000 | 3:10.000| 1:10 1:100 | 1:1.000 | 1:30.000]| 1:10 1:100 | 1:1.000 | 1:10.000
Suino #3 | Suino #3 | Suino #3 | Suino #3 | Suino #3 | Suino #3 | Suino #3 | Suino #3 | Suino #3 | Suino #3 | Suino #3 | Suino #3
120 | 1:300 | 1:0.000 | 2:20000] 130 | 1:300 | 1:1.000 | 230000 130 | 1300 | 1:1.000 | 1:30.000
Suino #3 | Suino #3 | Suino #3 | Suino K3 | Suino #3 | Suino 3 | Suino w3 | Suino 3 | Suino 3 | Suino i3 | Suino #3 | Suino 13
1:10 | 1:00 | 1:1.000 | 1:10.000| 1:10 1:100 | 1:1.000 | 1:20.000| 1:10 1:100 | 1:1.000 | 1:10.000

Bt Ao

Réplica 1

Suino ¢
Réplica 2

Réplica 1

Suino 82
Réplica 2

Réplical

Suino #3
Réplica 2

Branco | Branco

Figura 5. Desenho da placa para quantificacdo de anticorpos dos soros de suinos por ELISA. O
mesmo desenho foi adotado para cada uma das quatro proteinas recombinantes de E. rhusiopathiae.

Os soros de suinos utilizados eram de trés animais diferentes (triplicata bioldgica) de
trés momentos do esquema de imunizagdo contra E. rhusiopathiae utilizando a vacina
comercial FarrowSure B Gold (Zoetis): antes da vacinac¢do, apos 3 semanas da primeira
dose e ap6s 2 semanas da segunda dose (Boost). Os soros foram produzidos pela empresa

Cripion Biotecnologia (Andradina, SP, Brasil) (como ja citado no item 3.7).

Para a revelagdo, foi utilizado 100 pL do kit TMB Substrate Reagent Set (BD
Bioscience) em cada poco das microplacas, ficando azulado para as proteinas
imunorreativas. As reacdes foram interrompidas com a adicao de 50 pL acido sulftrico 1 M,
tornando a solugdo amarelada. A absorbancia a 450 nm foi medida em equipamento
Multiskan GO Microplate Spectrophotomer (Thermo Scientific). Todas as amostras foram

realizadas em duplicata como esquematizado na Figura 5.

As absorbéncias obtidas foram tratadas e submetidas ao teste ANOVA bifatorial,
tendo como fatores as diluicbes e 0s momentos das imunizacdes. As amostras que tiveram
0 p-value menor que 0,05 foram submetidas ao teste de Tukey. As proteinas que foram
consideradas antigénicas sdo aquelas que demonstraram p-value para o teste de Tukey
menor que 0,05 ao comparar dados das amostras pré-imunizagcdo com os da pos 12 dose e

pos boost.

Para tratar os dados brutos das absorbancias, foi feito a média das réplicas e
subtraidas pela média do branco, substituindo valores negativos por zero, quando ocorrido.
A analise estatistica ANOVA bifatorial seguida de comparagcdo mdltipla por teste de Tukey
foi realizada no software GraphPad Prism v. 8.0.2 para sistema operacional Windows (San

Diego, California USA). Os dados brutos estéo disponiveis no Apéndice A.
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3.9 Ensaio em camundongos contra E. rhusiopathiae

O ensaio de protecdo dos camundongos foi realizado no biotério do Departamento
de Morfologia e Patologia da UFSCar (DMP/UFSCar) sob supervisdo da Profa. Dra.
Fernanda de Freitas Anibal. A manipulacéo, cuidados e descartes foram seguidos de acordo
com os Principios Eticos de Experimentagéo Animal, adotados pela Sociedade Brasileira de
Ciéncias em Animais de Laboratério e aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da UFSCar (protocolo 3910060619).

Foram utilizados 84 camundongos fémeas da linhagem BALB/c, isogénicas, livres de
patdgenos especificos (SPF, Specific Pathogen Free), com 5-6 semanas de idade e
pesando em média 17 gramas, todos provenientes do Biotério Geral da Universidade de
Sdo Paulo de Ribeirdo Preto. Os animais foram separados igualmente em 14 grupos (6
camundongos/grupo), mantidos em mini-isoladores e rack ventilado (Ventilife, Alesco) com
20 trocas de ar/hora. Todos camundongos tiveram acesso livre a 4gua de torneira e ragcéo
para ratos e camundongos Labina (Presence). As higienizacdes dos mini-isoladores
ocorreram duas vezes por semana, momentos em que era trocado as maravalhas e

lavagem dos isoladores com agua e detergente neutro.

Os 14 grupos foram classificados em: dois grupos controle positivo, dois grupos
controle negativo, dois grupos referéncia e dois grupos teste para cada proteina
recombinante estudada (quatro grupos testes) (Figura 6).

34: —

42 - 42

Curva de . Extragio de
sobrevivéncia . sangue
.
Erupns' . Erupns"
.
Controde positive  Teste Pl . Controle positivg TESEEF]
Controde negative  TesteP3 . Controle negative  TesteP3
Referéncia Teste P& . Referéncia Teste P6
TestePT Teste PT

*Todos os grupos contém 6 camundongos.

Figura 6. Grupos para o ensaio de protegcdo de camundongos.

Cada grupo teste recebeu duas doses de vacina com uma proteina recombinante de
interesse (P1, P3, P6 e P7), sendo a primeira dose 6 semanas antes (dia -42) do desafio
com E. rhusiopathiae, e a segunda dose, 3 semanas antes (dia -21). As vacinas foram
compostas por 40 ug de proteina e 40 pg de hidroxido de aluminio (Al(OH)3) dissolvidas em
100 uL de PBS e administradas via subcutanea. O grupo referéncia recebeu uma dose Unica

de 40 pL da vacina comercial SUIVAC ERY-IN (Dyntec) por via intramuscular no dia -42. Os
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grupos controles receberam somente PBS nos dias -42 e -21.

Todos o0s grupos, exceto os controles negativos, foram desafiados contra E.
rhusiopathiae no dia 0 como demonstrado no esquema de vacinacdo (Figura 7). Cada
animal desafiado recebeu, por via subcutanea, um in6culo com 4.000 células de E.
rhusiopathiae em 100 pyL PBS. Os camundongos dos controles negativos receberam no dia
0, pela mesma via, somente 100 pyL de PBS.

Grupo Descrigdo Dia - 42 Dia-21 Dia 0

N& inad

Controle negativo oo o0 & - - 100 pL PBS (SC)
nao desafiado

. MN3o vacinado e 4.000 células E. rhusiopathiae,

Controle positivo . - -
desafiado 100 pL PBS (5C)

P Vacina comercial 40 L (IM) i 4.000 células E. rhusiopathiae,
e desafiado 100 pL PBS (5C)

Teste P1 Vacinadocoma 40 pg P1+40 pg Al{OH);, 40 pg P1+40 pg Al{OH);,  4.000 células E. rhusiopathige,
P1 e desafiado 100 plL PBS (5C) 100 pL PBS {5C) 100 pL PBS (SC)

Teste P3 Vacinadocoma 40 pg P3 +40 pg Al{OH);, 40 pg P3 +40 pg Al{OH);, 4.000 células E. rhusiopathiae,
P3 e desafiado 100 pL PBS (5C) 100 pL PBS (5C) 100 pL PBS (SC)

Teste P6 Vacinadocoma 40 pg P6 + 40 pg Al{OH);, 40 pg PE+40 pg Al{OH);, 4.000 células E. rhusiopathige,
P6 e desafiado 100 plL PBS (5C) 100 pL PBS (5C) 100 pL PBS (5C)

Teste P7 Vacinadocoma 40 pg P7 +40 pg Al{OH);, 40 pg P7+40 pg Al{OH);, 4.000 células E. rhusiopathiae,
P7 e desafiado 100 plL PBS (SC) 100 pL PBS (5C) 100 pL PBS (SC)

Figura 7. Esquema da imunizacdo dos camundongos para o teste de protecdo pelas proteinas
recombinantes P1, P3, P6 e P7 de E. rhusiopathiae. Vias de administracdo: IM = intramuscular; SC =
subcuténea.

3.9.1 Tempo de sobrevivéncia dos camundongos desafiados com E.

rhusiopathiae

Sete grupos, um de cada classe, foram monitorados quanto a curva de sobrevivéncia
durante duas semanas apdés o desafio com E. rhusiopathiae. Os camundongos que

sobreviveram apés duas semanas de monitoramento foram eutanasiados.

3.9.2 Titulagdo de anticorpos dos soros de camundongos desafiados com E.

rhusiopathiae

Os outros sete grupos foram monitorados até que o0s primeiros camundongos
comecassem a apresentar os sintomas de olhos praticamente fechados, postura curva e
baixa mobilidade, momento em foi extraido o maximo de sangue possivel dos 42 animais

por puncao da veia braquial esquerda.

Os sangues dos camundongos foram coletados em tubos de vidros e misturados

com &cido etilenodiamino tetra-acético (EDTA, do inglés: ethylenediamine tetraacetic acid)
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para evitar a coagulacdo, e entdo centrifugados em equipamento Heraeus Megafuge 16
(Thermo Fisher Scientific) a 4.900 x g por 15 minutos. Os soros foram transferidos para
tubos de 1,5 mL.

Para a titulacdo de anticorpos dos soros de camundongos, 0S po¢os de uma
microplaca foram sensibilizados a 4 °C, overnight, com um “mix” composto por 0,10 ng
prot./uL de cada proteina recombinante (P1, P3, P6 e P7). O “mix” foi preparado em tamp&o
carbonato-bicarbonato e 100 pL foi distribuido em todos os pogos (40 ng prot./pogo). O
blogueio foi realizado em temperatura ambiente por 2 horas com 9% de leite em pd. Em
seguida, os pocos foram incubados em temperatura ambiente por 2 horas com 0s soros de
camundongos diluidos de 1:2 até 1:1.000, como mostrado na Figura 8. Os anticorpos
secundarios anti-lgG de camundongos conjugados com peroxidase (Anti-Mouse IgG (H&L)
[HRP], GenScript) foram diluidos 1:5.000 e incubados em temperatura ambiente por 2 horas.
Exceto pela etapa de bloqueio, que foi realizado com 200 pL em cada pogo, as etapas foram
realizadas em 100 uL de tampao carbonato-bicarbonato ao abrigo de luz e, no final de cada

uma, os pogos foram lavados trés vezes com 300 pL de tampé&o PBST.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12
A Branco Branco E:n;:?li E:n;:?li E:n;:?li Controle Controle Controle | Referéncia [ Referéncia | Referéncia | Referéncia
%_2" %_2" %_2" positivo 1:2 | positivo 1:2 | positivo 1:2 1:2 1:2 1:2 1:2

P11:10 P11:10 P11:10 P11:10 P1:100 P1:100 P1:100 P1:100
P31:10 P31:10 P3 1:10 P3 1:10 P31:100 | P31:100 | P31:100 | P31:100 | P3 1:1000 | P3 1:1000 | P3 1:1000 | P3 1:1000
P6 1:10 P6 1:10 P6 1:10 P61:10 | PE1:100 | P61:100 | PE1:100 | P61:100 | P61:1000 | P65 1:1000 | P6 1:1000 | P6 1:1000
P7 1:10 P7 1:10 P7 1:10 P71:10 | P71:100 | P71:100 | P71:100 | P71:100 | P7 1:1000 | P7 1:1000 | P7 1:1000 | P7 1:1000

IT|@|mmoo|m

Figura 8. Desenho da placa para quantificagdo de anticorpos dos soros de camundongos
desafiados com E. rhusiopathiae pelo método ELISA.

Todos os soros de camundongos eram de individuos diferentes, correspondendo a
triplicatas biolégicas, no caso dos grupos referéncia, controles positivo e negativo; e
guadruplicatas, no caso dos grupos testes. Os soros em triplicata foram diluidos somente

1:2, enquanto os em quadruplicatas foram diluidos de 1:10 até 1:1.000 (Figura 8).

A revelagdo, o tratamento e a analise estatistica das absorbancias foram realizadas
da mesma maneira como na quantificacéo de anticorpos de soros de suinos. A absorbancia
a 450 nm foi medida em equipamento iMark Microplate Absorbance Reader (Bio-Rad). Os

dados brutos estéo disponiveis no Apéndice B.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Expresséao e purificagéo das proteinas recombinantes P1, P3, P6 e P7 de

E. rhusiopathiae

Apbs o primeiro procedimento de expressao dos genes das proteinas recombinantes
P1 e P7, foram realizadas as purificacfes por cromatografia de afinidade com resina de
niquel e eluicdo em gradiente de concentracdo de imidazol seguida da analise por SDS-
PAGE (Figura 9).
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Figura 9. Andlise por SDS-PAGE da inducdo da expressdo das proteinas Pl e P7 de E.
rhusipathiae NCTC 11002 em E. coli Rosetta (DE3) e da purificagdo por cromatografia de afinidade em
coluna de niquel. Os extratos celulares brutos de E. coli obtidos antes (Pré) e ap6s (P6s) indugédo com IPTG
foram separados via SDS-PAGE. As amostras da fragdo insollvel, solGvel e do pés-coluna foram diluidas 2
vezes (Ins. dil. 2x, Sol. dil. 2x, P.C. dil. 2x, respectivamente). O gradiente de concentragdo de imidazol utilizado
para eluicdo da proteina esta indicado acima de cada lane. Somente a terceira lavagem esta representada no gel
(W3). (M) Padrao de massa molecular Precision Plus Standards Dual Color (Bio-Rad). Cada lane foi carregada
com 10 pL de amostra. As massas esperadas para as proteinas recombinantes P1 e P7 s&o de 64 kDa, para
ambas.

Comparando as amostras pré-inducdo com pos-inducdo da expressdo podemos
afirmar que tivemos sucesso em obter as proteinas P1 e P7 na forma recombinante, o que
foi observado pelas bandas de massa molecular esperadas de aproximadamente 64 kDa (1
kDa sendo da cauda HisTag), para ambas proteinas. Notamos que a lise da bactéria
somente por temperatura (fervendo a 100 °C) ndo foi o suficiente para extrair a proteina P7
ao observar a auséncia de uma banda bem definida na massa molecular de 64 kDa na
frac@o Pos (Figura 9). Porém, apos a lise por sonicagéo, fica evidente nas fragfes soluveis e
insollveis uma banda bem definida na massa molecular de 64 kDa, assim como nas demais

fracdes eluidas com imidazol.

Marquioni (2018) sugeriu que tanto a P1 quanto a P7 de E. rhusiopathiae
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necessitavam de cddons raros para a sua expressao em E. coli, fato que foi confirmado ao
substituir a linhagem BL21 (DE3) pela sua derivada, linhagem Rosetta (DE3); esta linhagem
contém um plasmideo (pPRARE) que possui genes que codificam para RNAs transportadores
para os codons AGG, AGA, AUA, CUA, CCC e GGA (cbédons raros em E. coli) e para

resisténcia a cloranfenicol.

Com base nesses perfis de eluicdo das proteinas P1 e P7, foi realizada uma
segunda expressdo para aumento do seu rendimento pela eluicdo em uma Unica fracédo

(Figura 10) de forma a viabilizar a purificagdo em sequéncia por exclusdo molecular.

P7

[ <9

. & o
kDa M g® ¢ o Teph
R

75 - 5
63 - .

, & \)07’ ah
MeC o0 4P 28 S
-

Figura 10. Andlise por SDS-PAGE de nova inducdo da expressdo das proteinas P1 e P7 de E.
rhusiopathiae NCTC 11002 em E. coli Rosetta (DE3) e respectiva purificacdo por cromatografia de
afinidade. Os extratos celulares brutos de E. coli foram obtidos antes (Pré) e apds (Pds) indugdo com IPTG. As
amostras da frac&o insolivel, soltvel e do pds-coluna foram diluidas 5 vezes (Ins. dil. 5x, Sol. dil. 5x, P.C. dil. 5x,
respectivamente). As concentracdes de imidazol utilizadas para a eluicdo da proteina estdo indicadas acima de
cada lane, assim como as trés lavagens (W1, W2 e W3). (M) Padrdo de massa molecular BlueEye Prestained
Protein Marker (Cellco). Cada lane foi carregada com 10 pL de amostra. As massas esperadas para ambas as
proteinas recombinantes P1 e P7 sdo de aproximadamente 64 kDa. Somente neste experimento para registro da
imagem, a P7 foi expressa em 15 mL de cultivo.

Como as proteinas recombinantes P3 e P6 ja foram expressas com sucesso no
trabalho de Marquioni (Marquioni, 2018) ndo foi necesséario fazer um gradiente de
concentracao de imidazol para conhecer seu perfil de eluicdo na cromatografia de afinidade
com resina de niquel. Portanto, apds confirmar a expressdo da proteina P3 pela presenca
de uma banda esperada de 67 kDa (1 kDa de HisTag) na amostra pés-inducdo, a proteina
foi eluida em maior quantidade com 100 mM de imidazol (Figura 11). O mesmo ocorreu com
a P6 recombinante ao observar uma banda correspondente a massa molecular esperada de
70 kDa (1 kDa de HisTag) ao ser eluida com 150 mM de imidazol (Figura 11). Tais
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resultados foram similares aos obtidos anteriormente (Marquioni, 2018).
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Figura 11. Andlise por SDS-PAGE da inducdo da expressdo das proteinas P3 e P6 de E.
rhusiopathiae NCTC 11002 em E. coli BL21 (DE3) e suas purificagBes por cromatografia de afinidade. Os
extratos celulares brutos de E. coli obtidos antes (Pré) e ap6s (P6s) indugdo com IPTG. As amostras da fragcao
insolivel, solivel e do pés-coluna foram diluidas 5 vezes (Ins. dil. 5x, Sol. dil. 5x, P.C. dil. 5x, respectivamente).
As concentragdes de imidazol utilizadas para eluicdo da proteina estdo indicadas acima de cada lane, assim
como as trés lavagens (W1, W2 e W3). (M) Padrdo de massa molecular BlueEye Prestained Protein Marker
(Cellco). Cada lane foi carregada com 10 pL de amostra. As massas esperadas para as proteinas recombinantes
P3 e P6 séo de 67 e 70 kDa, respectivamente.

Foram purificadas por cromatografia de exclusdo molecular as fragbes eluidas com
100 mM de imidazol contendo as proteinas P1, P3 e P7, e a fragdo eluida com 150 mM de
imidazol contendo P6. A presenca de picos bem definidos nos cromatogramas da
cromatografia de exclusdo molecular indica que as proteinas recombinantes foram

purificadas adequadamente (Figura 12).
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Figura 12. Cromatogramas da purificacdo das
rhusiopathiae por cromatografia de exclusdo molecular
nm (Abszsonm) @0 longo da purificagdo.

proteinas P1, P3, P6 e P7 recombinantes de E.
. O gréfico em azul corresponde & absorbancia a 280

Para visualizar o resultado da cromatografia de exclusdo molecular e confirmar a

identidade das proteinas eluidas nos picos maiores foi feito uma eletroforese em gel de

poliacrilamida das fracdes (Figura 13).
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Figura 13. SDS-PAGE das fragcdes da purificacdo das proteinas recombinantes P1, P3, P6 e P7
por cromatografia de exclusdo molecular. Eletroforese das fragdes correspondente aos picos formados nos
cromatogramas da Figura 12 durante a purificacdo. As fracdes estéo indicadas acima de cada lane. (M) Padréo
de massa molecular BlueEye Prestained Protein Marker (Cellco). Cada lane foi carregada com 1 pL de proteina.
As massas esperadas para as proteinas recombinantes P1, P3, P6 e P7 sdo de 64, 67, 70 e 64 kDa,
respectivamente.

As proteinas das fragfes destacadas em azul na Figura 13 foram quantificadas pela
metodologia de Bradford (Tabela 7).

Tabela 7. Quantificacdo das proteinas pelo método de Bradford e volumes das fracdes.

Concentra¢ao Volume aproximado

Proteina (he/uL) (kL)
P1 - fragdo 131 3,47 500
P3 - fracdo 119 2,50 500
P6 - fracdo 127 3,32 500
P7 - fracOes 148 a 153* 2,72 500

* As fracOes 148 até 153 da proteina P7 foram somadas e concentradas trés vezes utilizando Amicon
Centriprep YM-3 (Millipore).

As quantidades de proteinas recombinantes obtidas foram suficientes para as
proximas etapas do projeto (~600 pug), que incluem titulagdo de anticorpos de soros e ensaio

em camundongos.

4.2  Western Blot dos soros de suinos contra as proteinas recombinantes

Apés a separagdo das proteinas recombinantes P1, P3, P6 e P7 por SDS-PAGE,
transferéncia para membranas de nitrocelulose e revelacao, foi possivel comparar os soros

dos suinos antes da imunizacdo com vacina comercial e apés a segunda dose da vacinacdo
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(Figura 14) em relagdo a quantidade de anticorpos imunorreativos presentes contra as

proteinas de interesse.

Gel Blots Antibody source
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Figura 14. SDS-PAGE e Western Blot das proteinas recombinantes. (M) Marcador molecular Protein
leadder BlueEye Prestained (Cellco). Cada lane foi carregada com 2 pug de proteina recombinante. Os tamanhos
esperados para as proteinas P1, P3, P6 e P7 sdo 64, 67, 70 e 64 kDa, respectivamente.

Em praticamente todos os suinos (triplicata biol6gica) houve producdo de anticorpos
qgue foram imunorreativos com as proteinas recombinantes de E. rhusiopathiae apés a
vacinacdo (vacina comercial composta de células inteiras de E. rhusiopathiae). A
imunorreatividade é um indicativo de que tais proteinas tém um carater antigénico em
suinos e que estao possivelmente presentes na membrana e/ou superficie celular da

bactéria.

4.3  Titulac&o de anticorpos dos soros de suinos

As titulacbes de anticorpos utilizando as quatro proteinas recombinantes e 0s soros
de suinos pré-imunizados e apds imunizacdo (12 dose e boost) contra E. rhusiopathiae com

a vacina comercial FarrowSure B Gold (Zoetis) estao representadas na Figura 15.
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Figura 15. Titulacdo de anticorpos contra as proteinas recombinantes P1, P3, P6 e P7 de E.
rhusiopathiae no soro de suinos antes e apds imunizagdo com vacina comercial FarrowSure B Gold
(Zoetis). Os pontos experimentais sdo as médias dos trés suinos, e as barras representam o desvio padrédo
entre os suinos. Os valores 1,000 e 10,000 estdo indicados como obtidos do software (em inglés), bem como os
valores de absorbéancia.

Todas as proteinas apresentaram p-value menor que 0,0001 no teste ANOVA
bifatorial para o fator “imunizacdo”, ou seja, as proteinas recombinantes influenciaram
significativamente na quantidade de anticorpos especificos detectados nos soros dos suinos
imunizados. Além disso, todas foram consideradas estatisticamente antigénicas (capazes de
se ligarem a anticorpos) no teste de Tukey ao comparar as curvas de titulagdo “pré
imunizacao” e “pds boost” e apresentarem p-value menor que 0,0001. Os dados brutos de
absorbancia e os resultados das analises estatisticas realizas no software GraphPad Prism

se encontram no Apéndice A.

4.4 Ensaio em camundongos contra E. rhusiopathiae

44.1 Tempo de sobrevivéncia dos camundongos desafiados com E.

rhusiopathiae

Sendo consideradas antigénicas pelos resultados obtidos na titulacdo de anticorpos

nos soros de suinos imunizados contra E. rhusiopathiae, as quatros proteinas de interesse
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foram utilizadas para o ensaio de protecdo de camundongos contra a erisipela suina. Os
resultados do ensaio s&o apresentados em forma de curva de sobrevivéncia utilizando o

método de Kaplan-Meier (Kaplan & Meier, 1958) na Figura 16.
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Figura 16. Curva de sobrevivéncia dos camundongos. O tempo de sobrevivéncia dos camundongos
foi monitorado durante 14 dias a partir do desafio com E. rhusiopathiae (dia 0).

Somente 0 grupo teste vacinado com a proteina recombinante P7 apresentou um
efeito protetor relativamente significativo ao apresentar um retardo nos sintomas da doenca
na maior parte dos 5 camundongos e manter vivo e sem sintomas um camundongo do
grupo. O grupo referéncia (vacina SUIVAC ERY-IN) apresentou somente uma morte, e do
controle negativo (ndo vacinado e ndo desafiado) todos os animais permaneceram Vivos.
Quanto aos demais grupos (controle positivo, teste com as proteinas recombinantes P1, P3
e P6) ndo houve nenhum camundongo que sobreviveu apds uma semana do desafio,
apesar da morte dos grupos testes terem sido levemente retardadas em comparacdo ao
grupo controle positivo (ndo vacinado e desafiado), em que 5 dos 6 animais morreram no

guarto dia apos o desafio.

Todos os camundongos que morreram apresentaram fraqueza, mobilidade reduzida,
postura curvada, pelagem comprometida e olhos parcialmente fechados 1-2 dias antes do

obito.
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4.4.2 Titulacdo de anticorpos dos soros de camundongos desafiados com E.
rhusiopathiae
No terceiro dia apés o desafio dos camundongos com E. rhusiopathiae, os individuos

do grupo controle positivo comecaram a apresentar os sintomas da erisipela suina como
descrita na secao anterior, e foi entdo extraido o sangue de todos os animais.

As titulagBes de anticorpos utilizando as quatro proteinas recombinantes e 0s soros
de camundongos desafiados com E. rhusiopathiae estdo representadas na Figura 17.

157 -o- Controle negativo
-= Controle positivo
E 1.0+ _, Referéncia (SUIVAC
S ERY-IN)
M —~+ Teste P1
< 057 Teste P3
-®- Teste P6
0.0 | | o Teste P7
1:2 1:10 1:100 1:1,000
Diluicao

Figura 17. Titulagdo de anticorpos contra as proteinas recombinantes nos soros de
camundongos desafiados com E. rhusiopathiae. Os pontos experimentais sdo as médias dos camundongos,
e as barras representam o desvio padrdo entre os animais. O valor 1,000 esta indicado como obtido do software
(em inglés), bem como os valores de absorbancia.

As curvas obtidas dos testes com as proteinas recombinantes apresentaram p-value
menor que 0,0001 no teste ANOVA bifatorial, resultando em resposta diferentes aos
tratamentos. Além disso, todas tiveram respostas estatisticamente diferentes no teste de
Tukey ao comparar as curvas de titulacdo dos testes P1, P3 e P6 com os resultados do
teste P7 e apresentarem p-value menor que 0,0001. As demais compara¢des ndo foram

estatisticamente significativas pelo teste de Tukey.

Levando em consideragéo as curvas obtidas e que em todos os poc¢os da microplaca
continham as mesmas quantidades de proteinas recombinantes, podemos afirmar que a
imunizacdo com a proteina P7 resultou em uma maior producdo de anticorpos especificos

em comparagao as outras proteinas testadas.

As absorbancias dos grupos controles e referéncia ndo foram estatisticamente
diferentes entre eles. Porém, podemos observar no grafico da Figura 17 que a média dos

pontos da diluicdo 1:10 dos soros de camundongos imunizados com as proteinas P1 e P7
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estavam acima da média das absorbéncias obtidas na diluicdo 1:2 dos soros de

camundongos imunizados com a vacina comercial.

A curva de titulacdo de anticorpos utilizando soros de camundongos imunizados com
a P7 e desafiados com E. rhusiopathiae se manteve acima da média em relacdo a
guantidade de anticorpos anti-P7 nos soros dos animais imunizados com a vacina
comercial. Apesar da maior quantidade de anticorpos produzidos, somente a imunizacao
com a proteina P7 ndo foi o suficiente para proteger os camundongos dos sintomas da
doenca como foi o caso da imunizacdo com a vacina comercial, mas fica claro que houve

um retardo dos sintomas, consequentemente retardando a morte.

Os dados brutos de absorbancia e os resultados das analises estatisticas realizadas

no software GraphPad Prism se encontram no Apéndice B.
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5 CONCLUSOES

Até o momento foram produzidas quatro proteinas de E. rhusiopathiae na forma
recombinante, comprovando a hip6tese de que as proteinas P1 e P7 de E. rhusiopathiae
requerem a presenca de codons raros para sua producdo em E. coli, ja que foi possivel
expressa-las em linhagem Rosetta (DE3), mas ndo em linhagem BL21 (DE3). Uma maior
pureza das proteinas P1, P3, P6 e P7 foi obtida por cromatografia adicional de excluséo
molecular, apos a cromatografia de afinidade.

Todas as proteinas foram antigénicas em suinos e camundongos e conseguiram
retardar os sintomas da infeccdo com E. rhusiopathiae em camundongos. Porém, foi a P7
gue estimulou uma maior producéo de anticorpos nos camundongos, apresentou um efeito
protetor superior comparado as outras trés proteinas recombinantes e foi capaz de prevenir

a morte ocasionada pela doenga em um dos seis animais testados.

Conclui-se que a abordagem baseada em protebmica unida a tecnologia do DNA
recombinante permitiu detectar e caracterizar funcionalmente proteinas antigénicas da
fracdo extracelular bacteriana ao comparar niveis de anticorpos de suinos e camundongos
em diferentes momentos da imunizagdo. Essas abordagens, portanto, se demonstraram
Uteis e eficazes em descobrir novos antigenos contra a erisipela suina, além de apresentar
um sistema de expressdo eficiente na producdo de proteinas antigénicas contra E.
rhusiopathiae.
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6 PERSPECTIVAS

Diante da literatura e dos resultados obtidos nos ensaios em camundongos, poderao
ser realizados novos ensaios in vivo para avaliar se uma imunizagdo com maior quantidade
da proteina recombinante P7, e por via de administracéo diferente, pode ocasionar em uma

melhora no efeito protetor em camundongos.

Embora as proteinas recombinantes P1, P3, P6 e P7 foram em geral ineficazes
individualmente na prevencdo da morte dos animais pela E. rhusiopathiae, mais do que na
producdo de anticorpos, existe a possibilidade de que tais proteinas, associadas entre si ou
com outras proteinas antigénicas ja conhecidas, possam ainda apresentar efeito protetor
contra a bactéria, 0o que seria de grande interesse para ser abordado em estudos

posteriores.

Caso a protecdo seja averiguada por alguma dessas combinagfes, a duragdo do
efeito protetor poderia ser estudada, ja que o nivel de protecdo conferido pela vacina
atualmente disponivel comercialmente (vacina celular) requer sucessivas doses adicionais

para que os animais permanecam protegidos da doenca.
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APENDICE A - Dados brutos e andlise estatistica da titulacdo de anticorpos

dos soros de suinos vacinados e nao vacinados
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APENDICE A - CONTINUACAO

| Teste ANOVA bifatorial realizadeo software GraphPad Prism v. 8.0.2 para Windows

Table Analyzed P1

Two-way ANOVA Ordinary
Alpha

Source of Variation % of total variation P value

Interaction
Dilvig&o
Imunizagdo

ANOVA table SSs
Interaction
Diluigéao
Imunizagdo
Residual

0,04

7

P value summary Significant?

15,53 <0,0001 **** Yes
61,6 <0,0001 **** Yes
21,06 <0,0001 *** Yes
DF MS F (DFn, DFd) P value
0,9214 6 0,1536 F (6, 24) = 34,30 P<0,0001
3,655 3 1,218 F (3, 24) = 272,1 P<0,0001
1,25 . 0,6249 F (2, 24) = 139,6 P<0,0001
0,1074 24 0,004477

Teste de Tukey realizado no software GraphPad Prism v. 8.0.2 para Windows

Compare column means (main column effect)

Number of families
Number of comparisons per family
Alpha

Tukey's multiple comparisons test
Pré-imunizacéo vs. Apos 1% dose
Pré-imunizacdo vs. Apos Boost
Apos 1% dose vs. Apos Boost

Test details
Pré-imunizacéo vs. Apos 1% dose

Pré-imunizacéo vs. Apos Boost
Apods 12 dose vs. Apos Boost

1
3
0,05

Mean Diff, 95,00% CI of diff, Significant SummaryAdjusted P Value

-0,2767 -0,3449 to -0,2085 Yes e =0,0001
-0,4527 -0,5209 to -0,3845 Yes i =0,0001
-0,176 -0,2442 to -0,1078 Yes e =0,0001
Mean 1 Mean 2 Mean Diff, SE of difiN1
0,1265 0,4032 -0,2767 0,02732 12
0,1265 0,5792 -0,4527 0,02732 12
0,4032 05792 -0,176 0,02732 12

N2

q DF
12 14,32
12 2344
12 9,112

24
24
24
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Teste ANOVA bifatorial realizado software GraphPad Prism v. 8.0.2 para Windows

P value
0,105 F (6, 24) = 6,416 P=0,0004
1,391 F (3, 24) = 85,01 P=0,0001

Table Analyzed P3

Two-way ANOVA Ordinary

Alpha 0,05

Source of Variation % of total variation P value P value summary Significant?
Interaction 10,16 0,0004 **= Yes

Diluicdo 67,33 <0,0001 * Yes
Imunizacao 16,17 =0,0001 *=* Yes

ANOVA table 55 DF MSs F (DFn, DFd)
Interaction 0,6298 6

Diluicdo 4172 3

Imunizacao 1,002 2 0,5009 F (2, 24) = 30,62 P=0,0001
Residual 0,3926 24 0,01636

Teste de Tukey realizado no software GraphPad Prism v. 8.0.2 para Windows

Compare column means (main column effect)

Number of families 1

Number of comparisons per family 3

Alpha 0,05

Tukey's multiple comparisons test Mean Diff, 95,00% CI of diff, Significant? Summary Adjusted P Value
Pré-imunizaco vs. Apés 12 dose -0,2893 -0,4197 t0 -0,1588 Yes FEEE =0,0001
Pré-imunizacdo vs. Apos Boost -0,3946 -0,5250 to -0,2642 Yes el =0,0001

Apdés 12 dose vs. Apds Boost -0,1053 -0,2357 to 0,02507 No ns 0,1297
Test details Mean 1 Mean 2 Mean Diff, SE of diff, N1 N2
Pré-imunizagdo vs. Apds 12 dose 0,1782 0,4674 -0,2893  0,05222 12
Pré-imunizacéo vs. Apos Boost 0,1782 0,5728 -0,3946  0,05222 12
Apods 12 dose vs. Apds Boost 0,4674 0,6728 -0,1063  0,06222 12

12
12
12

q

7.834
10,69
2,853

DF

24
24
24
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Yes
Yes
Yes

F (DFn, DFd) P value
0,05889 F (B, 24) = 5,575 P=0,0010
0,9668 F (3, 24) = 91,52 P=0,0001
02436 F (2, 24) = 23,06 P=0,0001

Table Analyzed Pg

Two-way ANOVA Ordinary

Alpha 0,05

Source of Variation % of total variation P value P value summary Significant?
Interaction 8,846 0,001 **
Diluicdo 72 61 =0,0001 ==
Imunizacdo 12,19 =0,0001 ***
ANOVA table 58 DF Mms
Interaction 0,3533 6
Diluicdo 249 3
Imunizacéo 04871 2
Residual 0,2535 24

0,01056

Teste de Tukey realizado no software GraphPad Prism v. 8.0.2 para Windows

Compare column means (main column effect)

Number of families 1

Number of comparisons per family 3

Alpha 0,05

Tukey's multiple comparisons test Mean Diff, 95,00% Cl of diff, Significant? Summary Adjusted P Value

Pré-imunizacdo vs. Apés 12 dose -0,1335 -0,2383 10 -0,02871 Yes * 0,0108

Pré-imunizacéo vs. Apés Boost -0,2848 -0,3895t0 -0,1800 Yes FREE =0,0001

Apos 12 dose vs. Apos Boost -0,1513 -0,2560 to -0,04646 Yes = 0,0039

Test details Mean 1 Mean 2 Mean Diff, SE of diff, N1 N2 q DF
Pré-imunizacéo vs. Apos 12 dose 0,1696 0,3031 -0,1335  0,04196 12 12 45 24
Pré-imunizacéo vs. Apds Boost 0,1696 0,4543 -0,2848  0,04196 12 12 9,507 24
Apos 12 dose vs. Apds Boost 0,3031 0,4543 -0,1513  0,04196 12 12 5,008 24
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Table Analyzed

Two-way ANOVA
Alpha

P7

Ordinary

0,05

Source of Variation % of total variation P value P value summary Significant?

Interaction
Diluic&o
Imunizag&o

ANOVA table
Interaction
Diluigéo
Imunizag&o
Residual

509 0,0018 =
79,75 <0,0001 *==
9,501 <0,0001 ***

DF ES
0,2667
3,551
0,423
0,2119 2

NS G TS B 3 ]

Yes
Yes
Yes

F (DFn, DFd) P value
0,04445 F (6, 24) = 5,034 P=0,0018
1,184 F (3, 24) = 1341 P=0,0001
0,215 F (2, 24) = 23,85 P=0,0001
0,0088249

Teste de Tukey realizado no software GraphPad Prism v. 8.0.2 para Windows

Compare column means (main column effect)

Number of families
Number of comparisons per family
Alpha

Tukey's multiple comparisons test

Pré-imunizacdo vs. Apos 1% dose
Pré-imunizacéo vs. Apos Boost
Apbs 12 dose vs. Apds Boost

Test details
Pré-imunizacdo vs. Apas 12 dose

Pré-imunizag&o vs. Apos Boost
Apbs 12 dose vs. Apds Boost

Mean Diff, 95,00% CI of diff,

1
3
0,05

-0,1942 -0,2900 to -0,09837 Yes
-0,2539 -0,3497 to -0,1581  Yes
-0,065975 -0,1555 to 0,03605 No
Mean 1 Mean 2 Mean Diff,
0,2105 04047 -0,1942
0,2105 0,4644 -0,2539
0,4047 04644 -0,05975

Significant?

Summary Adjusted P Value

wE 0,0001

ikl =0,0001

ns 0,283

SE of diff, N1 N2 q DF
0,03836 12 12 7,158 24
0,03836 12 12 9361 24
0,03836 12 12 2,203 24
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APENDICE B - Dados brutos e anélise estatistica da titulacdo de anticorpos

dos soros de camundongos

Abs 450 nm - Soros de camundongos

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A |0,039|0,078 0,277 0,274 0,285| 0,196 | 0,18 | 0,264 |0,236 | 0,563 | 0,28 | 0,782
B 0,613 0,956 | 0,273 | 0,288 {0,125 | 0,067 | 0,071 | 0,066
c|0,186|0,141| 0,24 |0,125| 0,066 | 0,049 | 0,047 | 0,046 | 0,039 | 0,041 | 0,038 | 0,035
D|0,176 0,164 | 0,145| 0,182 | 0,09 |0,072| 0,041 | 0,061 | 0,045 | 0,048 | 0,043 | 0,041
E| 1,12 |1,098|1,101|1,204|0,802|0,952 |1,005|0,944 {0,274 0,317 | 0,336 | 0,206
F
G
H

Teste ANOVA hifatorial realizado software GraphPad Prism v. 8.0.2 para Windows
Table Analyzed ELISA mix recomb - testes
Two-way ANOVA Ordinary
Alpha 0,05
Source of Variation % of total variation P value P value summary Significant?
Interaction 16,09 =0,0001 === Yes
Diluicéo 17,96 =0,0001 === Yes
Testes 60,32 <0,0001 *=*= Yes
ANOVA table S8 DF Mms F (DFn, DFd) P value
Interaction 1,027 5] 0,1711 F (6, 36) = 17,16 P=0,0001
Diluicéo 1,146 2 05731 F (2, 36) = 57,45 P=0,0001
Testes 3,849 3 1,283 F (3, 36) = 1286 P=0,0001
Teste de Tukey realizado no software GraphPad Prism v. 8.0.2 para Windows

Compare column means (main column effect)
Number of families 1
MNumber of comparisons per family 6
Alpha 0,05
Tukey's multiple comparisons test Mean Diff, 95,00% Cl of diff, Significant? Summary Adjusted P Value
Teste P1vs. Teste P3 01382 0028381002480 Yes = 00089
Teste P1vs. Teste PG 0,1286 0,01881t00,2384 Yes * 0,0163
Teste P1vs. Teste PT -0,5528 -0,6626t0-0, 4429 Yes R =0,0001
Teste P3vs. Teste PG -0,00958 -0,1194t0 0,1002 Mo ns 0,9953
Teste P3vs. Teste PT -0,591 -0,8008to -0,5811 Yes = =0,0001
Teste PG vs. Teste FT -0,6814 -0791210-0,5716 Yes e =0,0001
Test details Mean 1 Mean 2 Mean Diff,  SE of diff, N1 N2 q DF
Teste P1vs. Teste P3 0,1687 0,03045 0,1382 0,04078 12 12 4794 36
Teste P1vs. Teste PS 01687 0,04004 012856 0,04073 12 12 4 461 36
Teste P1vs. Teste FT 0,1687 07214 -0,5528 0,04078 12 12 1817 36
Teste P3vs. Teste PS 0,030456 0,04004 -0,0095283 0,04078 12 12 03324 36
Teste P3vs. Teste FT 0,030446 07214 0691 0,04073 12 12 2396 36
Teste PG vs. Teste PT 0,04004 07214 -0,6814 004078 12 12 2363 36

55



