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RESUMO

IMUNOGENICIDADE DE PROTEINAS RECOMBINANTES DE Erysipelothrix
rhusiopathiae: PROTECAO EM UM MODELO MURINO

Erysipelothrix rhusiopathiae é um bacilo Gram-positivo causador da erisipela suina,
que acarreta na perda e no mal desenvolvimento dos suinos. As vacinas existentes
para a imunizacdo contra a erisipela sédo formadas pela bactéria morta ou atenuada e
segundo relatos na literatura, tem falhado em proporcionar protecdo, acarretando na
busca por outros componentes que possam formar uma nova vacina contra essa
doenca. A proteina de superficie SpaA de E. rhusiopathiae ja foi relatada a induzir
uma resposta imune do hospedeiro contra a bactéria, e a hsp70 DnaK foi demonstrada
ser uma proteina antigénica da bactéria. Este trabalho avaliou a imunogenicidade e
protecdo induzida pelas proteinas recombinantes SpaA e DnaK de E. rhusiopathiae
em modelo murino. O modelo foi delineado em 6 grupos de camundongos que
receberam duas doses (subcutanea e intramuscular) de 40 pg e 100 ug das proteinas
recombinantes. As proteinas foram avaliadas separadamente e em conjunto,
comparadas com uma vacina comercial e a condicdo sem vacinacao. Apos 21 dias da
altima dose, os camundongos foram desafiados com uma cepa virulenta de E.
rhusiopathiae e o soro foi coletado para avaliar os anticorpos, as células do sangue
periférico foram contadas, e os tecidos do baco e do rim foram analisados quanto a
presenca de E. rhusiopathiae por contagem de coldnias. Por ultimo, foram realizadas
duas curvas de sobrevivéncia, avaliando a protecdo induzida pelas proteinas. Os
resultados mostraram que os anticorpos IgG aumentaram no soro dos animais
inoculados com as proteinas, 0s quais também tiveram a proliferacdo da bactéria
reduzida nos bacos e rins avaliados, e apresentaram um atraso significativo nos
sintomas da doenca nesse modelo de imunizacdo. Esses resultados sugerem que, as
proteinas DnaK e SpaA de E. rhusiopathiae apresentam potencial imunogénico e

podem modular o desenvolvimento da doenca, como avaliado no modelo murino.

Palavras-chave: Erisipela suina, Vacina, Imunizacdo, SpaA, DnakK.
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ABSTRACT

IMMUNOGENICITY OF RECOMBINANT PROTEINS FROM Erysipelothrix
rhusiopathiae: PROTECTION IN A MURINE MODEL

Erysipelothrix rhusiopathiae is a Gram-positive bacillus that causes swine erysipelas,
which leads to the loss and poor development of pigs. Existing vaccines for
iImmunization against erysipelas are made up of killed or attenuated bacteria and,
according to reports in the literature, have failed to provide protection, leading to the
search for other components that could form a new vaccine against this disease. The
surface protein SpaA of E. rhusiopathiae alredy has been reported to induce a host
iImmune response against the bacteria, and hsp70 DnaK has been shown to be an
antigenic protein of the bacteria. This work evaluated the immunogenicity and
protection induced by the recombinant proteins SpaA and DnaK from E. rhusiopathiae
in a murine model. The model was designed in 6 groups of mice that received two
doses (subcutaneous and intramuscular) of 40 ug and 100 pg of recombinant proteins.
The proteins were evaluated separately and together, compared with a commercial
vaccine and with the no-vaccination condition. The proteins were evaluated separately
and together, compared with a commercial vaccine and the without vaccination
condition. 21 days after the last dose, mice were challenged with a virulent strain of E.
rhusiopathiae and serum was collected to assess antibodies, peripheral blood cells
were counted, and spleen and kidney tissues were analyzed for the presence of E.
rhusiopathiae by colony count. Finally, two survival curves were performed, evaluating
the protection induced by the proteins. The results showed that IgG antibodies
increased in the serum of animals inoculated with the proteins, which also had bacterial
proliferation reduced in the spleens and kidneys evaluated, and presented a significant
delay in the symptoms of the disease in this immunization model. These results
suggest that the DnaK and SpaA proteins from E. rhusiopathiae have immunogenic
potential and can modulate the development of the disease, as assessed in the murine

model.

Keywords: Swine erysipelas, Vaccine, Immunization, SpaA, DnakK.
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1. INTRODUCAO

A carne suina ocupa com destaque o primeiro lugar na preferéncia da
populacao, dando-lhe o titulo de “a carne mais consumida no mundo”. Nos ultimos 40
anos, o consumo de carne suina por parte da populacdo mundial tem crescido na
proporcao de 1,52% ao ano. A China e a Unido Europeia sdo os maiores produtores
de carne suina; o a China e o Japao séo os maiores importadores e a Unido Europeia
e os Estados Unidos sdo os maiores exportadores mundiais, sendo que o Brasil € 0
4° maior produtor e também exportador de carne suina, responsavel por 8% a 11% do
comércio mundial (ABCS, 2014; FAO, 2017; USDA, 2022).

A suinocultura possui grande importancia para a economia nacional, sendo
que em 2012 com 39,3 milhdes de cabecas de suinos, a producao no Brasil aumentou
para 3450 milhdes de toneladas de carne produzida, subindo para 4,4 milhdes em
2022. Assim, para que a producao de carne seja grande e de qualidade para abastecer
o mercado externo e interno, a saude do rebanho tem que ser constantemente
monitorada para que doencas infecciosas ndo causem grandes prejuizos econémicos
e diminuicdo da exportacao da carne suina (ABCS, 2014; USDA, 2022).

Se nao identificadas e tratadas corretamente, doencas altamente contagiosas
se alastram rapidamente no rebanho e podem causar alta mortalidade ou morbidade.
Como exemplos dessas doencas que acometem rebanhos de suinos temos a peste
suina africana, doencas respiratérias, circovirose, disenteria e erisipela suina
(PELLIZA et al., 2007; ABCS, 2014).

A erisipela suina possui ampla distribuicdo mundial, e juntamente com a
pneumonia enzoodtica e a disenteria suina esta entre as enfermidades que mais
causam prejuizos nas industrias suinicolas de varios paises da América do Norte;
Europa; Asia e Austrélia. A erisipela em suinos pode também ser transmitida para
humanos, contaminando quem cuida do manejo do rebanho nas fazendas (WANG et
al., 2010; Ll et al., 2016).

No Brasil, ja foram isoladas por Oliveira e colaboradores (2005) das tonsilas
de suinos aparentemente sadios, 14,9 % de bactérias Erysipelothrix spp., sendo que
43% se alojavam em suinos ndo vacinados e 13% em vacinados. Pescador e
colaboradores (2007) relataram casos de aborto suino em prenhas infectadas por E.

rhusiopathiae, através do isolamento do agente de lesdes na pele e no pulméo dos



fetos. Ainda no Brasil, 150 Erysipelothrix spp. foram isoladas de suinos doentes e
portadores por Coutinho e colaboradores (2011), as quais foram submetidas a
sorotipagem e a testes moleculares.

Nos ultimos anos, tem havido um aumento no ndmero de surtos de
Erysipelothrix spp. na Europa, nos Estados Unidos e no Japéo, sendo que na Gra-
Bretanha foram isolados 128 tipos dessa bactéria em suinos, entre 1989 a 2015
(MCNEIL et al., 2017). Na China, apesar da relativa tranquilidade nas ultimas trés
décadas, Kwok e colaboradores (2014) relataram o surgimento de surtos de erisipela
suina em criadouros domésticos nos ultimos anos, e ainda Tang e colaboradores
(2016) isolaram varias cepas de E. rhusiopathiae no sul do pais. No Japao, os casos
de erisipela suina tém aumentado desde 2008, sendo que entre 2009 a 2011 foram
reportados casos da doenca em 11 cidades do pais (OGAWA et al., 2017; UCHIYAMA
et al., 2017).

1.1. Erysipelothrix rhusiopathiae

A erisipela suina é uma doenca infecto-contagiosa causada pela bactéria E.
rhusiopathiae, pertencente ao género Erysipelothrix spp. O microrganismo E.
rhusiopathiae é um pequeno bacilo Gram-positivo, ndo-esporulante e anaerébio
facultativo, que foi primeiramente isolado do sangue de um roedor com septicemia por
KOCH (1878), e depois descrito por LOEFFLER (1886) como o agente etiolégico da
erisipela suina (REBOLI & FARRAR, 1989; BROOKE & RILEY, 1999b).

E. rhusiopathiae é um organismo saproéfito, encontrado na matéria organica
em decomposicao, podendo sobreviver por longos periodos no meio ambiente e ainda
reter sua viruléncia durante meses. Sendo um organismo anaerdbio facultativo, pode
crescer entre 15 e 44°C, com crescimento 6timo entre 30 e 37°C e em pH entre 6,7 a
9,2. Colbnias de E. rhusiopathiae sédo pequenas (0,1-0,5 mm de diametro); claras e
circulares, e podem possuir aspecto liso ou aspero, sendo as colbnias asperas
ligeiramente maiores com bordas irregulares (Figura 1) (BROOKE & RILEY, 1999b;
WOOQOD, 1999).



Figura 1. Morfologiade uma cepade E. rhusiopathiae. (A) Formacdo de uma coldnia pequena e lisa
em meio de cultivo sélido. (B) Morfologia da bactéria observada por micrografia eletrénica. Fonte: (LI
et al., 2016).

Essa bactéria pode infectar e ocasionalmente provocar doencas em diversas
espécies, como crustaceos, roedores, aves, caes, carneiros, equinos e suinos, e
também acarretar erisipeldide em humanos. E frequentemente encontrada em
roedores e aves, porém seu maior reservatorio € o suino domeéstico. Estima-se que
dos suinos aparentemente saudaveis, 30% a 50% alojem a bactéria E. rhusiopathiae
em suas tonsilas e em outros tecidos linféides (BROOKE & RILEY, 1999b; WOOD,
1999; GARTRELL et al., 2005; ASLANI et al., 2015).

O género Erysipelothrix, classificado como membro da familia
Erysipelotrichaceae, é constituido atualmente por trés espécies: E. rhusiopathiae, E.
tonsillarum e E. inopinata. As cepas desse género foram divididas em 26 diferentes
sorotipos (tipos de antigenos presente na superficie celular) e em cepas tipo N (que
nao produzem anticorpos precipitantes), sendo que o0s sorotipos 1 e 2 foram
separados em tipos A e B. Assim, E. rhusiopathiae apresenta os sorotipos 1a, 1b, 2a,
2b,4,5,6,8,9,11, 12, 15,16, 17, 19, 21 e N; E. tonsillarum os sorotipos 3, 7, 10, 14,
20, 22, 23, 24, 25 e 26; Erysipelothrix sp. estirpe 1 o sorotipo 13 e Erysipelothrix sp.
estirpe 2 o sorotipo 18 (VERBARG et al., 2004; TAKAHASHI et al., 2008). Entre essas
espécies, E. rhusiopathiae é a que causa maior perda econémica, principalmente para
as industrias de suinos, pois € a Unica espécie capaz de causar a doenca, erisipela
suina (TAKAHASHI et al., 1987).

Esta distincdo de sorotipo foi feita com base na hibridacdo DNA-DNA e com

reagdo em cadeia da polimerase. O suino é conhecido ser susceptivel a pelo menos



15 dos 26 sorotipos descritos. Os sorotipos 1la e 1b estdo associados a Erisipela
aguda, enquanto o sorotipo 2 € frequentemente associado com a forma crénica da
doenca, ou seja, entre os 15 sorotipos de E. rhusiopathiae, os sorotipos 1a, 1b e 2 séo
as cepas mais importantes, que afetam a industria suina (WOOD, 1999; IMADA et al.,
2004; TAKAHASHI et al., 2008).

Na infeccdo por E. rhusiopathiae, a imunidade tanto humoral quanto a
mediada por células desempenham um papel importante na defesa do hospedeiro,
porém a imunidade humoral possui um papel critico, ja que o tratamento com anti-
soro proporciona um controle da doenca (SHIMOJI, 2000). Polimorfonucleados
(PMNs) e macroéfagos facilmente eliminam bactérias E. rhusiopathiae opsonizadas
com soro imune, porém a atividade protetora desse soro imune é processada somente
pela opsonizacédo de anticorpos IgG, e ndo IgM, que promovem uma alta queima
oxidativa dentro das células fagociticas (SHIMOJI et al., 1994; SHIMOJI et al., 1996).
Ja na imunidade mediada por células, foi demonstrada uma significativa proliferacéo
de células esplénicas de camundongos em resposta a antigenos de E. rhusiopathiae
(SHIMOJI et al., 1998).

1.2. Sintomas, Tratamento e Prevencao da Erisipela

A erisipela suina usualmente € contraida através de ferimentos na pele ou do
consumo de 4gua e comida contaminadas pela bactéria E. rhusiopathiae. A infeccéo
pode se manifestar em suinos de diversas idades, porém suinos com menos de 8
semanas sdo menos susceptiveis a infeccdo devido a ingestdo do colostro, que possui
alta concentracao de IgG (SHIMOJI, 2000; IMADA et al., 2003). Esta doenca tende a
ser oportunista, com grandes surtos ap6s eventos de estresse em animais de
cativeiro, o que pode acarretar em septicemias caracterizadas como agudas,
subagudas ou lesdes cronicas (KUTZ et al., 2015).

A forma aguda é caracterizada por septicemia, hipertermia de 40 a 42°C,
inapeténcia, depressao geral, abortos em porcas em gestacéo, infertilidade temporaria
em machos, e principalmente pelo surgimento de hemorragias cutaneas, purpuras ou
avermelhadas, em formato de losangos em qualquer lugar do corpo a partir do
segundo dia de infeccdo (Figura 2) (REBOLI & FARRAR, 1989; WOOD, 1999).



Figura 2. Hemorragias cutédneas em formato de losango distribuidas pelo corpo de um suino
infectado com E. rhusiopathiae. Essas lesdes sdo a principal caracteristica da erisipela suina e

aparecem no estagio agudo da doenca. Fonte:(WOOD, 1999).

Essas manifestacbes podem sumir em quatro a sete dias, ou progredir
rapidamente e originar areas necrosadas sujeitas a infeccdes secundarias,
ocasionando no 6bito do animal se ndo ocorrer administracdo de medicamentos.
Ainda, suinos que se encontram na forma aguda da erisipela suina se tornam uma
grande fonte de contaminacao da doenca, ja que eliminam a bactéria E. rhusiopathiae
pela urina, fezes, saliva e secrecdes nasais, podendo sobreviver no solo ou esterco
por 6 meses ou mais (WOOD, 1999; NADIS, 2023).

Na forma subaguda, os animais apresentam sintomas mais brandos, com
poucas lesdes na pele e febre branda, o que acarreta muitas vezes na falta da
percepcdo, e consequentemente do tratamento da doenca (REBOLI & FARRAR,
1989; WOOD, 1999).

Ja a forma cronica da doenca, geralmente segue de uma infec¢cdo aguda ou
subaguda, onde podem ocorrer altera¢des patologicas destrutivas autossustentaveis
nas valvulas cardiacas e articulacdes, produzindo endocardite e artrite,
respectivamente. A proliferacdo de tecido granular nas valvulas cardiacas causa
endocardite vegetativa com insuficiéncia cardiaca (Figura 3), essas lesdes valvulares
iniciam com inflamacéo vascular e infartos no miocardio resultante da obstrucao pelas
bactérias (FRANZ et al., 1995; WANG et al., 2010). J& a formacéo da artrite depende

da ativacdo persistente de macréfagos causada por linfocitos T estimulados



continuamente nas articulacbes e promove aumento dos linfonodos mediais e
axilares, sendo que alguns suinos apresentam engrossamento das articulacdes dos
membros locomotores a partir da terceira semana ap0s a infec¢ao, sentindo dor ao se
movimentarem (Figura 4) (RENZ et al., 1989; ALBERTON et al., 2003; OLIVEIRA,
S.J., 2009).

Figura 3. Endocardite valvular em um suino causada por E. rhusiopathiae. Lesdo em formato de
“couve-flor” adquirida no estagio cronico de erisipela suina, podendo levar a falha cardiaca. Fonte:
(NADIS, 2023).

A artrite por erisipela é uma das mais importantes formas de apresentacdo
clinica do ponto de vista econdmico, pois se apresenta de forma proliferativa e nao
supurativa, que pode progredir no suino vivo mesmo ha auséncia da bactéria,
ocorrendo perdas por diminuicdo no desenvolvimento dos animais, além das perdas
no frigorifico pela desvalorizagdo da carcaca (Figura 5) (WOOD, 1999; OLIVEIRA,
S.J., 2009).



Figura 4. Desenvolvimento da artrite reumatoide na fase cronica da erisipela suina. (A) Linfonodo
iliaco medial reativo de suino com artrite causada pela E. rhusiopathiae. (B) Superficie articular do
fémur de suino com artrite causada pela bactéria, onde podemos observar a membrana sinovial com
acentuada hipertrofia e com vilosidades dilatadas (setas maiores) e a presenca de erosdo na cartilagem
articular (setas menores). Fonte: (ALBERTON et al., 2003).

A infeccdo por E. rhusiopathiae em suinos deve ser diferenciada de outras
infecgbes que possuam sintomas parecidos e acarretem em um diagndstico incorreto,
como a infeccéo causada pela Salmonella choleraesuis (causa peste suina classica),
e pelo Streptococcus suis (pode ocasionar artrite e endocardite). O diagnéstico
laboratorial oportuno e preciso da erisipela é importante e pode ser efetuado através
do isolamento da bactéria E. rhusiopathiae de tecidos do suino doente, como os do
coracdo, pulmdes, figado, baco, rins, articulagbes e pele, e ainda de amostras de
sangue e fezes, utilizando-se meio de cultura seletivo, jA em casos cronicos, €
necessario o preparo prévio com caldo de cultura seletiva (BROOKE & RILEY, 1999a;
WOOD, 1999; OLIVEIRA, S.J., 2009). O teste soroldgico de ELISA também pode ser
utilizado para se obter o diagndstico de erisipela, bem como testes moleculares que
foram desenvolvidos para a deteccao rapida de Erysipelothrix spp., como ensaios de
Reacdo em cadeia da Polimerase (PCR) convencionais com genes especificos
(MAKINO, S. et al., 1994).



Figura 5. Artrite debilitante e irreversivel em um suino em crescimento. A artrite pode deixar o
animal manco e pode também afetar as articulagbes da coluna, produzindo um aspecto arqueado.
Fonte: (NADIS, 2023).

A base do tratamento das infec¢cdes causadas por E. rhusiopathiae é a
antibioticoterapia, como penicilina e cefalosporina, porém esses medicamentos so se
mostram efetivos na fase aguda da doenca, ndo apresentando resultados satisfatorios
na fase crénica, e ainda, o uso constante de um antibiético pode selecionar bactérias
resistentes e menos sensiveis a essa droga, como ja ocorreu com a eritromicina,
dificultando o tratamento (REBOLI & FARRAR, 1989; YAMAMOTO et al., 2001).
Assim, para prevenir o surgimento de cepas resistentes; evitar uma grande perda de
suinos e desvalorizacdo da carne ap0s o abate, a prevencéao da erisipela por meio do
uso de vacinas tem se mostrado a melhor alternativa para o controle dessa doencga
(TAKAHASHI et al., 1987; YAMAMOTO et al., 2001).

As vacinas comerciais existentes para porcos e perus consistem em
bacterinas de células mortas; lisados; estirpes mortas ou vivas atenuadas de E.
rhusiopathiae. As porcas normalmente devem ser vacinadas de 3-4 semanas antes
do parto e os porcos devem ser vacinados a cada 6 meses. Geralmente, a vacinacao
pode induzir imunidade por trés a cinco meses, e a segunda dose (booster) pode
aumentar a duracdo em até um més, porém a eficacia € variavel e depende do tipo de
estirpes utilizadas na vacina, sendo que as do sorotipo 2 estdo sendo amplamente
utilizadas por promoverem melhor protecdo contra cepas mais virulentas
(GROSCHUP & TIMONEY, 1990; SWAN & LINDSEY, 1998; WANG et al., 2010).



As vacinas atualmente utilizadas sao capazes de controlar a doenca, porém,
nos ultimos anos alguns paises ja relataram surtos de erisipela suina e também o
desenvolvimento da doenga em suinos mesmo apds a imunizagdo (IMADA et al.,
2004; GERBER et al., 2018). Nos Estados Unidos, no verdo de 2001, os casos
relatados de erisipela aumentaram em porcos vacinados e ndo vacinados, e em 2010
houve surtos da doenca relatados em 6 sitios operacionais de suinos (BENDER et al.,
2010; OPRIESSNIG et al., 2020).

Um surto de erisipela suina aguda foi relatado no leste da China, no qual sete
outras cepas de E. rhusiopathiae foram isoladas desde o verédo de 2013 (ZOU et al.,
2015). E no Japéo, foram relatados aproximadamente 2.000 casos de erisipela em
suinos por ano, com surtos esporadicos da doenca relatados de 2008 a 2019
causados principalmente pela cepa do tipo Met-203, sugerindo que essa cepa pode
estar disseminada no pais (TO et al., 2012; UCHIYAMA et al., 2014; MORIMOTO et
al., 2021).

Devido a alta frequéncia de ocorréncia desses surtos, existe a suspeita de que
a vacina composta pela bactéria atenuada possa ter sua viruléncia revertida, como na
Australia, que entre 1995 e 1998, quatro estados experimentaram possivel falha da
vacina em 34 rebanhos de suinos (EAMENS et al., 2006). Logo, é sugerido que a
vacinacdo pode levar ao aumento das lesdes artriticas por induzir o estado de
hipersensibilidade pelo contato com o microrganismo, porém é dificil comprovar que
a cepa presente na vacina foi a mesma responsavel pelo surto de doenca, portanto,
vacinas compostas por partes antigénicas do agente patogénico podem ser uma
alternativa promissora para fornecer maior protecéo e seguranca (IMADA et al., 2004;
NEUMANN et al., 2009).

1.3. Fatores de Viruléncia

Vérios fatores de viruléncia do organismo E. rhusiopathiae tém sido sugeridos,
porém relativamente pouco se sabe sobre os mecanismos de resisténcia natural e
fisiopatogenia das infec¢des por E. rhusiopathiae. A patogénese da infec¢do por essa
bactéria ainda néo é totalmente compreendida, porém podemos afirmar que a fase
inicial da erisipela suina consiste no edema de células endoteliais e degeneracgdes

envolvendo os capilares e vénulas da maioria dos 6rgaos do suino. Esses capilares e
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vénulas ficam entédo congestionados e danificados, exibindo hemorragia e infiltracédo
perivascular de células mononucleares, que muitas vezes contém microtrombos e
émbolos bacterianos (BROOKE & RILEY, 1999b; SHIMOJI, 2000; ZHU et al., 2017).

E. rhusiopathiae produz enzimas que tém mostrado relagdo com a sua
patogenicidade, por exemplo, a enzima neuraminidase que pode se envolver no
processo de aderéncia da bactéria a células do hospedeiro, e em processos anti-
fagociticos (NAKATO et al.,, 1987; WANG et al.,, 2010). Também ha a enzima
hialuronidase, que apesar de ser um fator de dispersao (facilita a disseminagéo de
patdgenos pelos tecidos), ndo apresenta estar associada a viruléncia dessa bactéria
(SHIMQJI et al., 2002b).

Outro fator de viruléncia do E. rhusiopathiae esta associado, pelo menos em
parte, a resisténcia ao processo de fagocitose por PMNs e macréfagos, sendo que
essa capacidade esta intimamente relacionada com a presenca de uma capsula
polissacaridica na sua superficie celular (SHIMOJI et al., 1998; SHIMOJI, 2000).
Shimoiji e colaboradores (1994) concluiram que sem a presenca da cdpsula as cepas
de E. rhusiopathiae se tornaram avirulentas e facilmente fagocitadas. Ainda em outro
trabalho, Shimoji e colaboradores (1996) demonstraram que cepas de E.
rhusiopathiae capsuladas néo induziram uma resposta de explosdo oxidativa por
macrofagos adequada, e ainda puderam sobreviver e replicar dentro de macrofagos
quando ingeridos, enquanto as cepas que ndo possuiam a capsula induziram uma
forte exploséo oxidativa, ocasionando na eliminacéo dessas cepas por macréfagos.

Proteinas de adesao como RspA e RspB, ja identificadas em E. rhusiopathiae,
podem contribuir na viruléncia dessa bactéria, jA que a adeséo a células do hospedeiro
€ o primeiro passo da infeccdo (SHIMOJI et al., 2003). Vérias proteinas de superficie
ja foram descritas e também podem estar envolvidas com a viruléncia dessa bactéria,
como o antigeno de 64-66 kDa, que esta localizado na superficie celular do organismo
e € menos expresso em cepas com moderada ou baixa viruléncia do que em cepas
altamente virulentas (GALAN & TIMONEY, 1990; SATO et al., 1995).

A chaperona molecular hsp70 conhecida como DnaK, € uma proteina de
estresse térmico, que além de proteger a bactéria de estresses térmicos e quimicos
no interior de macréfagos também é capaz de ativar a imunidade do hospedeiro,
sendo considerado um antigeno promissor (PARTRIDGE et al., 1993; SUZUE &
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YOUNG, 1996). O antigeno protetor SpaA, € também uma proteina de superficie da
bactéria E. rhusiopathiae, e é considerado o antigeno com melhor potencial para a
concepcao de vacinas protetoras para erisipela suina (MAKINO, S. et al., 1998;
BORRATHYBAY et al., 2015; ZHU et al., 2017).

1.4. Vacinas de Subunidade

O sistema imunoldgico reconhece um agente invasor atraves de Padrbes
Moleculares Associados a Patdgenos (PAMPS), que sao caracteristicas de patégenos
que estimulam a imunidade inata. Dentre eles podem ser citados acidos nucleicos,
enzimas, componentes da parede celular e fatores de viruléncia (ABBAS et al., 2017).

Uma infeccdo pode induzir o desenvolvimento de uma doenga autoimune
através de um mecanismo denominado mimetismo molecular. De acordo com essa
hipétese determinantes antigénicos dos microrganismos podem ser reconhecidos
pelo sistema imune do hospedeiro como sendo semelhantes aos seus proprios, por
isso, devido a uma semelhanca estrutural, anticorpos e células T auto reativas ndo sé
destroem o agente invasor, mas também atacam o tecido do hospedeiro
(WUCHERPFENNIG, 2001; TISHLER & SHOENFELD, 2004).

As vacinas usadas atualmente na prevencdo da erisipela suina séo
compostas pela bactéria morta ou atenuada e contribuem para a diminuicdo de
ocorréncias da doenca, porém possuem um curto periodo de imunizacdo o que faz
com que a frequéncia da vacinacdo ao longo da vida do suino seja alta. Devido a
constante exposicdo do suino a E. rhusiopathiae (morta ou atenuada) através da
vacinacdo, ha chances da inducdo de uma artrite reumatoide que € um sintoma da
fase cronica dessa doenca. Essa indugcéo ocorre devido a essa vacina causar uma
infeccdo minima, que no caso da artrite reumatoide pode levar a um quadro clinico
incontrolavel que causa grande prejuizo por condenacdo da carne
(WUCHERPFENNIG, 2001; TISHLER & SHOENFELD, 2004; NEUMANN et al., 2009).

Assim, devido a relatos da falha da vacina em proporcionar protecdo contra
0s sintomas mais prejudiciais da erisipela suina, muitas pesquisas que envolvem
potenciais imunobiolégicos contra E. rhusiopathiae tém sido realizadas e dentre elas,
se destacam o desenvolvimento de vacinas de subunidade ou DNA (IMADA et al.,
2004; NEUMANN et al., 2009).
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Vacinas de subunidade sédo formadas por fracbes acelulares purificadas do
patdgeno, como proteinas e polissacarideos, capazes de induzir a resposta imune no
hospedeiro mesmo sem a presenca integra do agente infeccioso. As subunidades de
origem patogénica sSao seguras para uso como vacinas, desde que o processo de
extracdo ou o método de desintoxicacao resulte em um produto puro, e ainda possuem
a vantagem de minimizar outros efeitos no organismo por incluir somente antigenos
essenciais para a inducao da protecao (LILJEQVIST & STAHL, 1999).

O antigeno protetor de superficie (Spa) A é considerado um dos maiores
antigenos protetores da bactéria E. rhusiopathiae, possuindo grande importancia por
contribuir com a viruléncia do organismo e também sendo responsavel por induzir uma
alta resposta do sistema imune de um hospedeiro, com alta imunogenicidade. A SpaA
€ capaz de induzir protecdo em animais, por isso Varios testes para a producdo de
vacina tém sido efetuados com essa proteina, no intuito de aumentarem seu grau de
protecao e sua estabilidade dentro do hospedeiro (MAKINO, S. et al., 1998; SHIMOJI
et al., 2002a).

1.5. SpaA (Surface protective antigen A) Recombinante

Proteinas de superficie Spa possuem aproximadamente 64 a 66 kDa e
desempenham um papel especifico na viruléncia da bactéria E. rhusiopathiae e séo
conhecidas por provocar uma alta producdo de anticorpos, estando classificadas em
SpaA; SpaB e SpaC, onde a proteina SpaA tem demonstrado ser um dos principais
antigenos de E. rhusiopathiae (BENDER et al., 2010; HARADA et al., 2012).

Um anico tipo de proteina Spa, a SpaA foi encontrada em diversos sorotipos
de E. rhusiopathiae, sendo que os sorotipos obtidos de tecidos de porcos doentes
foram 1a, 2 e 21; ja de amostras ambientais foram os sorotipos 1a, 1b, 2, 6, 9, 12 e
21 e em estirpes vacinais foram identificados os sorotipos 1a e 2. O que reforca relatos
do antigeno SpaA ser altamente conservado em sorotipos mais frequentemente
associados a erisipela suina clinica (BENDER et al., 2010; INGEBRITSON et al.,
2010).

A proteina SpaA na sua forma madura é segregada a partir da bactéria para
depois se ligar a superficie das células bacterianas através da regido C-terminal,

constituida por oito repeticbes de 20 aminoacidos cada, mas apesar dessa regiao
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atuar como ancora na ligacéo do antigeno SpaA a superficie de varias bactérias Gram-
positivas (Listeria ssp. e Staphylococcus ssp.), ndo € considerada uma regido
associada com a imunidade protetora contra infecgao por E. rhusiopathiae, em vez
disso, a unidade que proporciona imunidade se localiza na regido hipervariavel N-
terminal da SpaA (MAKINO, S. et al., 1998; MAKINO, S. I. et al., 2000; CHEUN et al.,
2004).

A regido C-terminal da SpaA é muito semelhante as proteinas de ligacéo a
colina de Streptococcus pneumoniae, que podem se ligar a residuos de colina do
acido teicéico ou do acido lipoteicéico da parede celular. Estudos recentes
demonstraram que a SpaA desempenha importante funcdo na adesédo de E.
rhusiopathiae a células hospedeiras e também inibicdo da eliminacdo da bactéria
mediada pelo sistema complemento (HARADA et al., 2012; BORRATHYBAY et al.,
2015).

Véarios ensaios de protecdo utilizando anticorpos anti-SpaA ja foram
realizados, proporcionando protecao a animais, como camundongos e suinos, diante
de cepas altamente virulentas de E. rhusiopathiae, e ainda conseguiram proporcionar
uma alta inducéo da producao de anticorpos IgG nesses animais. Assim, o antigeno
SpaA pode ser considerados um bom candidato para a construcdo de uma vacina de
subunidade para erisipela suina (IMADA et al., 1999; CHEUN et al., 2004;
BORRATHYBAY et al., 2015).

1.6. DnaK Recombinante
A proteina DnaK (Hsp70) € uma chaperona molecular altamente conservada,

essencial para a protecéo e resposta de muitos organismos ao estresse térmico. Essa
proteina € uma das proteinas de estresse mais bem caracterizadas, promovendo
translocacdo e dobramento adequados das proteinas e catalisando a hidrélise de
Adenosina Trifosfato (ATP). Além disso, sua atividade de ATPase esta localizada em
um dominio N-terminal e a atividade de ligacdo ao peptideo em um dominio C-terminal
(KRSKA et al., 1993; PARTRIDGE et al., 1993).

A DnaK é considerada um importante antigeno de Escherichia coli por ser
necessaria para a resisténcia do patdégeno dentro do ambiente estressante promovido
pelas células de defesa do hospedeiro, como oxidacéo e baixo pH (SUZUE & YOUNG,
1996). Em E. rhusiopathiae, a DnaK parece desempenhar uma funcédo semelhante,
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podendo entdo ser considerada como um potencial fator de viruléncia dessa bactéria.
Além disso, a DnaK pertence a familia das hsp70 (proteinas mais dominantes entre
as de choque térmico), que podem ser consideradas como proteinas antigénicas de
muitas bactérias, pois sdo capazes de ativar a imunidade mediada por células Be T
do hospedeiro e também podem atuar como adjuvantes (PARTRIDGE et al., 1993;
ROMAN & MORENO, 1996).

Quando utilizadas como vacinas de subunidades, verificou-se que as HSPs
derivadas de patdégenos bacterianos e fangicos, podem ser utilizados como
adjuvantes, imunomoduladores e vacinas subunitarias contra doencas infecciosas
(SUZUE & YOUNG, 1996; BOLHASSANI & RAFATI, 2008). Ainda, estudos realizados
por Kim e colaboradores (1998) demonstraram que a DnaK de Streptococcus
pneumoniae pode vir a ser um bom candidato para a producdo de vacinas contra
infeccbes por Streptococcus.

A proteina DnaK de E. rhusiopathiae foi identificada previamente como uma
proteina imunogénica no Laboratério de Bioquimica e Biologia Molecular Aplicada —
LBBMA do Departamento de Genética e Evolucéo, coordenado pela Profa. Dra. Maria
Teresa Marques Novo Mansur. Por meio de abordagem imunoprotebmica, o
subproteoma de proteina extracelulares desse patdgeno foi analisado em busca de
proteinas potencialmente antigénicas, candidatas a vacinas de subunidade. A
metodologia utilizada foi Serological Proteome Analysis - SERPA (LE MARECHAL et
al., 2011; PITARCH et al., 2011), a qual € baseada na técnica de Western Blot de géis
de eletroforese bidimensionais- 2D. Assim, proteinas extracelulares de E. rhusiopatiae
foram separadas por eletroforese bidimensional e 0 soro de animais previamente
imunizados contra a bactéria foram utilizados no Westhern blot, sendo as proteinas
anticorpo-reativas isoladas para identificacdo por espectrometria de massas
(MONTEIRO, 2015). Esse trabalho indicou que a DnaK, uma das proteinas
identificadas, pode ser candidata em potencial para proporcionar imunidade ao

hospedeiro, como possivel componente vacinal.

1.7. ClearColi™ BI21 DE3
E. coli BL21 (DE3) € uma cepa utilizada para a producdo de proteinas

recombinantes, pois possui o gene da RNA polimerase do fago T7 sob controle do
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operon Lac, sendo capaz de expressar genes clonados em sequéncia ao promotor
T7, em plasmideos de expressao heteréloga. Porém, uma limitacdo desse método de
expressdo de proteinas € a liberacdo de endotoxinas conhecidas como
lipopolissacarideos (LPS), presentes na E. coli (JEONG et al., 2015; LUCIGEN, 2016).

Os LPS sdo um importante componente estrutural da membrana externa de
microrganismos gram-negativos. Sua estrutura basica consiste em trés partes: lipidio
A; nucleo de oligossacarideos e antigeno “O” (polimero de oligossacarideos de
repeticdo) (RAETZ & WHITFIELD, 2002). Os LPS s&o endotoxinas que promovem
uma forte resposta do sistema imunitario de animais saudaveis, ativando macrofagos
e células B. Essa estimulacéo celular proporcionada pelos LPS causa problemas aos
protocolos de expressdo e purificacdo de proteinas expressadas por E. coli, pois
acabam como parte do produto final e podem interferir potencialmente com as
aplicacdes da proteina expressada, como por exemplo na composi¢cao de vacinas
(REZANIA et al., 2011).

Varios métodos de extracdo dos LPS tém sido utilizados, porém sé&o
dispendiosos e extensos e podem afetar a bioatividade e o rendimento final da
concentracdo da proteina produzida na forma recombinante. Como exemplo de
meétodos para a remocdo das endotoxinas temos a ultrafiltracdo, surfactantes, troca
de anions, carvao ativado e a cromatografia. Sendo assim, o desenvolvimento de
ferramentas para a eliminacdo de LPS da membrana externa de E. coli parece ser
uma via tecnicamente mais vantajosa para a producdo e purificacdo de proteinas
(LUCIGEN, 2016).

Atualmente, a Lucigen, em parceria com a Research Corporation
Technologies desenvolveu uma nova linha de células competentes de E. coli
denominadas ClearColi™. Estas células foram geneticamente modificadas para
bloqueio da producédo de LPS, por meio da incorporacéo de sete delecbes genéticas
(AgutQ AkdsD AlpxL AlpxM ApagP AlpxP AeptA). Assim, essas modificagbes
conseguiram remover os gatilhos de resposta imunoldgica associados ao LPS,
enquanto a bactéria ainda mantém a viabilidade e a capacidade de expressar
proteinas recombinantes para ensaios baseados em células imunes, o que também
torna o processo de purificacdo mais simples; viavel e livre de toxinas (LUCIGEN,
2016).
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Sendo assim, essa nova linha de células desenvolvida pode ser de grande
utilidade, principalmente na expressao de proteinas destinadas a compor vacinas de
subunidade, ja que quanto menos contaminantes as proteinas recombinantes
apresentarem melhor seré a estimulagdo da imunogenicidade.

Este estudo utiliza a cepa ClearColi para expressar as proteinas rSpaA e
rDnakK de E. rhusiopathiae, livre de LPS presentes na membrana de E. coli BL21 (DE3)
normalmente utilizada como sistema de expressao de proteinas recombinantes. Esse
método possibilita uma avaliacdo mais precisa da eficicia protetora dessas proteinas
contra a erisipela suina em camundongos, pois 0s LPS ndo contaminam as proteinas
expressas para a imunizacdo dos animais e por isso o sistema imune nao reconhece
essa endotoxina que poderia a vir a modificar a resposta imunolédgica avaliada,

reagindo somente as proteinas estudadas.
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo Geral

Avaliar a resposta imune protetora induzida em modelo murino contra E.
rhusiopathiae, de vacina de subunidade constituida pelas proteinas recombinantes
SpaA (rSpaA) e DnaK (rDnaK) de E. rhusiopathiae, em conjunto ou separadas,

comparativamente a vacina comercial SUIVAC® ERY-IN (Dyntec).

2.2. Objetivos Especificos

o Expressar e purificar as proteinas rSpaA e rDnaK na bactéria
ClearColi™ (Lucigen), em quantidade e qualidade suficiente para a
imunizagdo dos camundongos.

o Analisar a producdo de anticorpos IgG total, IgG1 e IgG2a nos
animais imunizados e posteriormente infectados pela E.
rhusiopathiae.

o Avaliar o perfil celular no sangue de animais imunizados com as
proteinas recombinantes e desafiados com E. rhusiopathiae.

o Analisar a biodistribuicdo bacteriana nos rins e bacos dos
camundongos imunizados com as proteinas recombinantes, frente
ao desafio com a bactéria.

o Comparar a capacidade protetora das vacinas compostas pelas
rSpaA e rDnaK (juntas e separadas), com a vacina comercial

(microrganismo inativado), apés desafio com E. rhusiopathiae.
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3. METODOLOGIA

3.1. Materiais e Métodos

3.1.1. Bactérias e Estocagem

ClearColi™ BI21 DE3 (ClearColi): Os vetores pET28a(+) (Novagen)
contendo as sequéncias codificadoras de E. rhusiopathiae de SpaA (DA SILVA et al.,
2012) e DnaK (MORAES, 2015) foram transformadas em células eletrocompetentes
de ClearColi™. Apds a validagcao dos clones positivos, foram preparadas aliquotas de
500 pl da suspenséo bacteriana para estoque permanente a -80°C em glicerol 20%.
A linhagem ClearColi ndo transformada foi cedida pela Profa. Dra. Teresa Cristina
Zangirolami do Departamento de Engenharia Quimica (DEQ/UFSCar) também em
500uL de suspenséo, estocada em nitrogenio liquido.

Erysipelothrix rhusiopathiae: Foram utilizadas células de E. rhusiopathiae
NCTC 11002 pertencentes ao sorotipo 1la (a partir da qual os genes de interesse spaA
e dnaK foram anteriormente clonados), para desafiar os camundongos no ensaio de
protecdo. Para armazenamento, aliquotas de 1,5 ml da suspensédo bacteriana foram
estocadas em glicerol 20%, a -80°C. A linhagem foi cedida pelo Prof. Dr. Adilson José
da Silva e pela Profa. Dra. Teresa Cristina Zangirolami do Departamento de
Engenharia Quimica (DEQ/UFSCar).

3.1.2. Clones na Linhagem ClearColi: Vetores e Insertos Utilizados
pET28a+SpaA: o clone foi cedido pelo Prof. Dr. Adilson José da Silva
(DEQ/UFSCar). O inserto foi amplificado por PCR a partir da sequéncia codante que
traduz 342 aminoacidos da parte N-terminal da proteina SpaA (IMADA et al., 1999) de
E. rhusiopathiae NCTC 11002; depois de sequenciado, o inserto foi clonado no vetor

de expressado pET28a(+) como descrito em Silva e colaboradores (2012).
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pET28a+DnaK: a proteina DnaK de E. rhusiopathiae foi detectada como
sendo potencialmente imunogénica em uma analise imunoprotedmica utilizando o
soro de suinos imunizados com uma vacina celular comercial (MONTEIRO, 2015). O
gene codante da DnaK foi amplificado por PCR a partir do DNA gendmico de E.
rhusiopathiae NCTC 11002 e ap6s checagem da sequéncia foi inserido no vetor de
expressdo pET28a(+) (MORAES, 2015). O clone para expressdo da DnaK de
E.rhusiopathiae foi gentilmente cedido pela Profa. Dra. M. Teresa M. Novo Mansur
(Laboratério de Bioquimica e Biologia Molecular Aplicada — LBBMA, Departamento de
Genética e Evolucédo — DGE, UFSCar).

3.1.3. Obtencéo e Manutencédo dos Camundongos

Camundongos fémeas SPF (Specific Pathogen Free) da linhagem BALB/c
(isogénica), com aproximadamente quatro semanas de idade e pesando 20 g, foram
obtidos do Biotério Central da Universidade de Sdo Paulo (USP) de Ribeirdo Preto e
mantidos em ciclo claro-escuro de 12:12 horas no biotério do Laboratério de
Inflamacdo e Doencas Infecciosas do Departamento de Morfologia e Patologia da
Universidade Federal de Sdo Carlos (LIDI/DMP/UFSCar), com livre acesso a agua e
racao. Toda a experimentacdo animal foi realizada no LIDI/DMP/UFSCar no periodo
vespertino, e os protocolos experimentais foram realizados seguindo os principios
éticos em pesquisa animal adotados pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal de Sao Carlos (CEUA/UFSCar), e atestado pela mesma sob
protocolos n°. 1952060618 e n°.1247201120.

3.1.4. Soro de Suinos Vacinados e ndo Vacinados

A vacinagédo de suinos e a coleta sérica foram realizados anteriormente pela
Cripion Biotechnology (Andradina, Brasil) para a realizacédo da imunoproteémica de E.
rhusiopathiae (MONTEIRO, 2015), os soros foram gentilmente cedidos pela Profa. Dra.
Maria Teresa Mansur (LBBMA/DGE/UFSCar) para os ensaios de Western blot deste
trabalho. A obtencéo dos soros na referida empresa foi realizada conforme descrito a
seguir. Trés suinos achos adultos tiveram seu soro coletado antes da aplicacdo da
vacina (dia 0) e logo depois os animais foram imunizados com a vacina comercial

Farrowsure® B Gold (Pfizer), composta de E. rhusiopathiae viva e atenuada. Vinte e
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um dias ap0s a imunizacao, o soro foi coletado (dia 21) e os animais foram novamente
imunizados com uma segunda dose da vacina. A ultima coleta de soro dos animais foi

realizada 15 dias apés a segunda imunizacao (dia 36).

3.1.5. Preparacao de Células Eletrocompetentes de ClearColi

Inicialmente foi feito um inéculo das células ClearColi em meio de cultivo Luria
Bertani (LB) (Sigma), sendo o cultivo incubado a 37°C a 250 rpm. Apés essa etapa,
aliquotas da cultura foram diluidas em meio fresco de modo a obter densidade Otica
(DOs9snm) de 0,1, e a partir dai incubadas novamente nas mesmas condi¢bes de
crescimento até atingirem DO de 0,5. Em seguida, foi feita centrifugacédo de 100 ml da
cultura a 7000 x g por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o pellet
lavado uma vez com 50 ml de agua ultrapura Milli-Q estéril gelada, para logo em
seguida ser centrifugado. Novamente, o sobrenadante foi descartado e as células
foram ressuspendidas em 20 ml de solucdo de glicerol 10% (v/v) estéril gelado. Foi
realizada nova centrifugacéo e essa etapa de lavagem das células (ressuspensdo em
glicerol seguida de centrifugacdo) foi repetida mais 2 vezes, com volumes
decrescentes de solucdo de glicerol, ou seja, 10 ml e 2 ml. O pellet final foi entéo
ressuspendido em 1 ml de glicerol 10%, e a suspenséo foi armazenada a -80°C em

duas aliquotas de 50 pl.

3.1.6. Transformacéo da ClearColi por Eletroporacéao

O estoque de células eletrocompetentes de ClearColi foi descongelado em
banho de gelo e incubado com o DNA plasmidial de pET28a+SpaA e pET28a+Dnak,
extraidos pelo kit de Mini-Prep (Cellco). Os pardmetros para a eletroporacédo foram de
10 uF de capacitancia, 1,8 KV e 600 Ohms de resisténcia (eletroporador Bio-Rad,
modelo Gene Pulser). Para efetuar o pulso foram pipetados na cubeta 25 pl da
suspensao de células ClearColi e 200 ng de DNA. Imediatamente apds o pulso, foram
adicionados 975 pl de meio recuperacdo de expressdo (Lucigen) a cubeta, e a
suspensao foi transferida para um tubo de 1,5 ml, a fim de ser incubada por 1 hora a
37°C e 250 rpm. Apds isso, foi feito o plagueamento de aliquotas de 100 ul da cultura
em placas de LB agar com canamicina 30 pg/ml, as quais foram entdo incubadas a
37°C por 18 horas.
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3.1.7. Checagem dos insertos do pET28a+SpaA e pET28a+DnaK em ClearColi

Uma das colonias de ClearColi transformada de cada clone, contendo
pET28a+SpaA ou pET28a+Dnak, foi cultivada overnight em 5 ml de meio LB contendo
30 pug/ml do antibiético canamicina, em shaker orbital a 37°C, a 250 rpm overnight. O
DNA plasmidial foi extraido desses cultivos utilizando o kit Fast-n-Easy Plasmid Mini-
Prep Kit - L Pack (Cellco) e quantificados em aproximadamente 300 ng/ul cada no
espectrofotometro NanoVue Plus (GE Healthcare).

Um volume de 5 ul do DNA extraido de cada clone (~1,5 ug) foi aplicado em
gel de agarose 1% em tampao Tris-Acetato-EDTA (TAE) (40 mM Tris-HCI pH 8; 1 mM
EDTA; 20 mM &cido acético glacial), sendo a corrida realizada por 30 minutos em
voltagem constante de 100 V. As bandas no gel de agarose foram analisadas sob luz
ultravioleta (UV).

Para a verificagcdo da construcdo pET28a+SpaA inserida nas células de
expressédo ClearColi foi realizada reacéo de PCR utilizando 1 unidade por reacao (0,5
ul) da enzima Dream taq polimerase (Fermentas), em um termociclador (Px2 Thermal
Cycler — Thermo) e tendo como molde o DNA plasmidial das bactérias transformadas.
Nessa reacao foram utilizados 10 uM cada dos primers iniciador direto SpaA_For-Ncol
e o iniciador reverso SpaA_Rev-Hindlll (Tabela 1). Depois da desnaturacao do DNA
a 95°C, os primers foram hibridizados com a fita molde a 55°C por 1 minuto, e a
extensdo das novas fitas de DNA foi realizada a 72°C por 3 minutos. O produto da

reacao foi analisado por eletroforese em gel de agarose 1%.

Tabela 1. Primers para amplificacdo da sequéncia codificadora do gene spaA As bases sublinhadas

correspondem aos nucleotideos pertencentes aos sitios de restricdo para Ncol e Hindlll.

OLIGONUCLEOTIDEOS SEQUENCIA
SpaA_For-Ncol 5 CATGCCATGGGCTACCAAAGTTTCGAAGC 3
SpaA_Rev-HindlIl 5 CCCAAGCTTATCTTTAGGTTTTTCTT 3

Dada a auséncia de primers disponiveis para a verificagdo da construcao
pET28a+DnaK nas células de expressédo ClearColi, foi realizada a digestdo com

enzimas de restricdo (Thermo Scientific) condizentes com a construcdo do plasmideo



22

em questdo. Para liberar o inserto de DnaK do vetor, 1,5 pg do DNA plasmidial
extraido por mini-prep foi digerido com 1 pl cada das enzimas Ndel e BamHI (Tabela
2) a 37°C por 10 horas e o produto foi analisado por eletroforese em gel de agarose
1%.

Tabela 2. Enzimas de restricdo utilizadas para clonagem e digestédo do inserto dnaK no vetor de

expressao pET28a(+).

ENZIMA DE RESTRICAO SITIO DE RECONHECIMENTO
BamHI G"GATCC
Ndel CANTATG

~ Ponto de clivagem da enzima.

3.1.8. Expressao Heterbéloga das Proteinas SpaA e DnaK

Vérias condicdes de expressao foram avaliadas para que as proteinas SpaA
e DnaK de E. rhusiopathiae, clonadas no vetor pET28a(+), fossem expressas de forma
heter6loga em células ClearColi. Foram testadas diferentes temperaturas de
expressdo (37°C, 30°C e 20°C); concentracdes de indutor isopropil-B-D-1-
tiogalactopiranosida (IPTG) de 0,1 mM e 0,4 mM; e também foram testados meios de

cultura como o LB, Terrific Broth (TB) (Tabela 3) e Dinamite.

Tabela 3. Composicdo do meio Terrific Broth (TB), utilizado para os cultivos.

COMPONENTE CONCENTRACAO
Triptona 20 g/l
Extrato de Levedura 24 g/l
MgS0O,.7H20 0,4 g/l
Glicerol 4 ml/l
°KH,PO, 2,3 g/l
°K2HPO4.3H20 16,37 g/l
Agua destilada asp

° Os fosfatos devem ser autoclavados separadamente dos outros componentes para ndo

precipitarem.

Uma colbnia foi incubada overnight em 5 ml de meio contendo 30 pg/ml de

canamicina a 37°C e 250 rpm. Depois, 1 ml do indculo foi transferido para 100 ml de
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meio até que a cultura atingisse DOsgsnm de 0,7 em LB, 0,2 (diluida 1/10) em TB e 0,5
(diluida 1/10) no meio Dinamite (Tabela 4). Para a expressdo das proteinas
recombinantes foi feita a adicdo de IPTG em uma concentracao final de 0,1 mM ou
0,4 mM, e o cultivo foi incubado novamente em 250 rpm e 37°C, 30°C ou 20°C por

mais 4 horas, 8 horas ou 18 horas, respectivamente.

Tabela 4. Composicao do meio Dinamite utilizado para os cultivos.

COMPONENTE CONCENTRACAO
Triptona 12 g/l
Extrato de Levedura 24 g/l
MgS0,.7H20 0,4 g/l
Glicose 5 g/l
Glicerol 6,3 ml/l
°KH2PO4 3,6 g/l
°K2HPO4.3H20 16,37 g/l
Agua Destilada asp
pH7.14

° Os fosfatos devem ser autoclavados separadamente dos outros componentes para ndo precipitarem.

Depois de padronizadas e confirmadas as expressoes por SDS-PAGE (meio,
temperatura e concentracdo de IPTG), os cultivos de ClearColi pET28a+SpaA e
pET28a+DnaK foram centrifugados a 4°C, 10.000 x g por 15 minutos. Os pellets
relativos a expressdo de cada proteina foram ressuspensos em 20 ml tampé&o de
sonicacdo Tris-NaCl (50 mM Tris-HCI pH 8; 250 mM NacCl), contendo 0,1 mM de
fluoreto de fenilmetilsulfonil (PMSF), um inibidor de proteases. As suspensdes foram
lisadas por sonicacdo 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), no laborat6rio da Profa. Dra. Dulce Helena Ferreira de
Souza do Departamento de Quimica (DQ/UFSCar). Os lisados foram centrifugados
sob as mesmas condi¢des anteriores para separar os sobrenadantes (fracao solavel)

e pellets (fracdo insoluvel).

3.1.9. Procedimentos para Eletroforese e Quantificacdo de Proteinas
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Em geral, os procedimentos utilizados foram realizados segundo Sambrook e
Russell (2001), ou entdo descritos conforme sao citados. Para as separagcfes por
SDS-PAGE as proteinas foram submetidas a 150 V por 2 horas em tampéao de corrida
(25 mM Tris-HCI pH 8,3; 190 mM glicina) com 0,1% de Dodecil Sulfato de Sodio (SDS).
Os géis foram feitos com 14% de poliacrilamida e corados no final com o corante
Coomassie Blue-silver. Antes de serem aplicadas nos géis, as amostras celulares
foram normalizadas para que tivessem DOsgsnm de 1, e as fracdes soluveis e insollveis
aplicadas foram diluidas em 10 vezes. Todas as amostras aplicadas possuiram um
volume final de 20 pl e foram preparadas com tampé&o de Laemmli (62,5 mM Tris-HCI
pH 6,6; 10% glicerol; 2% SDS; 5% B-Mercaptoetanol; tragos de azul de bromofenol) e
fervidas a 100°C (LAEMMLI, 1970). O marcador de peso molecular utilizado foi o
BlueEye Prestained Protein Marker (Cellco, S. Carlos-SP).

Para a quantificacdo das proteinas recombinantes apds expressdo e
purificacdo foi utilizado o método de Bradford, adicionando 1 pl de proteina em 159 ul
de agua destilada e 40 pl do reagente Protein Assay Dye Reagent Concentrate (Bio-
Rad) (BRADFORD, 1976). A absorbancia da reagao foi medida em equipamento iMark
Microplate Absorbance Reader (Bio-Rad) com comprimento de onda de 595 nm. A
curva padrao foi montada a partir da diluicdo seriada (5; 2,5; 1,25; 0,625 e 0,3125
mg/ml) de solucéo-estoque de albumina de soro bovino (BSA). Foi substituido 1 ul de
proteina por 1 pl de dgua destilada para a reacao branco. Todas as reacdes foram

feitas em triplicata.

3.1.10. Solubilizagdo dos Corpos de Incluséo

A proteina presente na fracdo insolavel foi solubilizada a partir de corpos de
inclusdo sob agitacdo suave por 45 minutos a temperatura ambiente na 12. solucao
de solubilizacdo com 3 M de uréia ou cloridrato de guanidina (Tabela 5), sendo a
solucéo centrifugada a 18000 x g por 30 minutos a 4°C, e o pellet lavado duas vezes
no mesmo tampdao. O pellet foi agitado na 22. solucdo de solubilizacdo com uréia ou

cloridrato de guanidina 8 M (Tabela 5) por 20 horas a 10°C.

Tabela 5. Tampdes de solubilizacdo dos corpos de incluséo.

TAMPAO DE
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SOLUBILIZACAO COMPONENTES
100 mM Tris-HCI pH 8; 1% TritonX-100; 3 M de
1.0 °Cloridrato de Guanidina ou °Uréia
50 mM Tris-HCI pH 8; 10 mM Ditiotreitol (DTT); 8 M
2.° de °Cloridrato de Guanidina ou °Uréia

° A solucgéo deve ficar sob agitac@o por 15 minutos depois da adicdo dos agentes desnaturantes para

nao precipitarem.

3.1.11. Purificagdo das Proteinas Recombinantes por Cromatografia de
Afinidade

As proteinas rSpaA e rDnaK foram purificadas a partir das fragdes sollveis e
insollveis por cromatografia de afinidade de ions metalicos imobilizados (IMAC)
(HOCHULLI, 1988), usando uma coluna Poli-Coluna Prep® (Bio-Rad) com 1 ml ou 5 ml
de resina IMAC Sepharose 6 Fast Flow (GE Healthcare) carregada com sulfato de
niquel. Com as colunas previamente equilibradas com tampéao de ligacéo (Tabela 6),
as solucdes contento as proteinas soluveis, foram adicionadas e o eluato coletado.
Em seguida, as colunas foram lavadas 3 vezes com tampdes de ligacdo (Tabela 6)
sendo que, para cada lavagem foi utilizado 5 vezes o volume de coluna (VC) das
solugBes. Apds as lavagens, as proteinas aderidas as resinas foram eluidas e
recuperadas pela adicdo de 1 vez o VC de tampado de eluicao (Tabela 6) com
diferentes concentracdes de imidazol (de 2 mM a 2 M) ou em diferentes valores de pH

(de 7 a 4), dependendo de cada proteina (Tabela 6).

Tabela 6. Tampdes de ligagao e eluicao especificos para a purificacdo das proteinas rDnaK e rSpaA,

por cromatografia.

Tampéao/ rDnaK rSpaA
Proteina
Tampdo de 50 mM Tris-HCl pH 8, 250 mM 20 mM Na2HPO4.12H20, pH 7,4;
Ligacao NacCl 500 mM NacCl; 20 mM Imidazol;
6 M °Uréia

Tampdo de 50 mM Tris-HCI pH 8, 250 mM 20 mM Na2HPO4.12H:0, pH 7,4;
Eluicdo NaCl 500 mM NaCl; 6 M °Uréia
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° A solucédo deve ficar sob agitacéo por 15 minutos depois da adicdo dos agentes desnaturantes para

néo precipitarem.

As proteinas foram concentradas em 1 ml por ultrafiltracdo com Amicon®
Centrifugal Filter Unit (Merk Millipore), e para retirar o imidazol bem como outras
proteinas contaminantes, foi realizada uma cromatografia de exclusdo molecular ou
size exclusion chromatography (SEC) usando uma coluna Superdex 200 (GE
Healthcare) com uma taxa de fluxo de 0,5 ml/ minuto. Essa cromotografia foi efetuada
no laboratorio da Profa. Dra. Dulce Helena Ferreira de Souza (DQ/UFSCar). A proteina
recombinante foi eluida em 3,5 ml de solug&o tampé&o Tris-NaCl (50 mM Tris-HCI pH
8; 250 mM NaCl) e concentrada a 1 ml. A purificacdo das proteinas foi avaliada através
da visualizacdo em géis SDS-PAGE, sendo colocadas amostras de cada uma das

fracOes eluidas (volume de 20 pl).

3.1.12. Western Blot Contra as Proteinas Recombinantes

O Western blot é realizado testando a antigenicidade de epitopos lineares, ja
gue é necessaria a utilizacdo do SDS para a melhor separacéo das proteinas por peso
molecular por desnaturacdo (NELSON, 2014). Assim, depois de quantificadas pelo
método de Bradford, 5 ug de cada uma das proteinas recombinantes purificadas
(rSpaA e rDnaK) 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 tampéo de transferéncia (25 mM Tris-HCI pH 8,3; 190
mM glicina; 0,1% SDS; 20% metanol). Paralelamente ao gel que foi transferido para a
membrana foi também obtido um gel com as mesmas amostras, o qual foi corado com

Coomassie Blue-silver, para ser utilizado com referéncia.

3.1.12.1. Western Blot com Soro de Suinos

Os soros de suinos foram obtidos a partir de trés animais diferentes (triplicata
biolégica) e em dois momentos: antes da imunizagdo e apos a segunda dose da
vacina comercial. As membranas foram blogqueadas overnight com 9% de leite em pé
(Molico, Nestlé) dissolvido em tampéao Tris Buffered Saline+Tween20 (TBST) (20 mM
Tris-HCI pH 8; 500 mM NacCl; 0,01% Tween®20) e incubadas com soros de suinos

antes e apo0s imunizacdo (com a vacina comercial para erisipela suina), conforme
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descrito acima. Em seguida, foram adicionados anticorpos secundarios anti-lgG de
suinos conjugados com peroxidase (Anti-swine IgG (H+L) Antibody, Peroxidase-
Labeled, KPL).

Os soros de suinos e os anticorpos secundérios foram diluidos 1:5000 em
tampdo TBST e incubados com as membranas por 1 hora cada. Todas as etapas
foram mantidas em agitacdo em shaker orbital 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 revelagao e
fotodocumentacao, respectivamente, das proteinas imunorreativas nas membranas

de nitrocelulose.

3.1.12.2. Western Blot com anti-His-Tag

Para a confirmacéo da expressao das proteinas recombinantes por meio da
deteccdo da cauda de histidina, codificada em fusdo pelo vetor de expressao
pPET28a(+), a membrana de nitrocelulose foi incubada por 2 horas com uma diluigéo
de 1:10000 do anticorpo monoclonal primério anti-His-Tag mouse (Invitrogen) seguido
por 1 hora e meia da diluicdo 1:3000 do anticorpo secundario anti-mouse conjugado
com peroxidade (GE Healthcare) (método de dois passos). Ligacdes ndo especificas
foram minimizadas pela pré-incubacdo da membrana com tampdo de bloqueio,
constituido por 5% leite em p6 desnatado diluido na solug¢éo phosphate buffered saline
1X (PBS 1X) (137 mM NacCl; 10 mM Na,HPO,; 1,8 mM KH,PO,; 2,7 mM KCI; pH 7,4)
com 0,02% de Tween®20 overnight. Para a deteccdo por quimioluminescéncia, foi
utilizado o kit Clarity Western ECL Substrate (Bio-Rad) e o blot foi revelado utilizando

o sistema ChemiDoc™ (Bio-Rad).

3.1.13. Imunizagdo dos Camundongos com as Proteinas Recombinantes

O procedimento para o preparo do indculo das proteinas separadas consistiu
na mistura das proteinas recombinantes e do adjuvante Al(OH)s (Dinamica) (v/v). Ou
seja, cada camundongo foi inoculado com 40 pg do adjuvante mais as proteinas
rSpaA e rDnak purificadas, tanto separadas quanto em conjunto, em um total de 100
ul de PBS 1X.
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Como referéncia, foi aplicada via intramuscular 40 pl da vacina comercial
SUIVAC® ERY-IN (SUIVAC), composta de células inativadas de E. rhusiopathiae,

sendo essa dose 50 vezes menor do que a utilizada comercialmente em suinos (2mL).

Essa vacina de referéncia foi cedida pelo Prof. Dr. Adilson José da Silva

(DEQ/UFSCar).

A imunizacdo dos camundongos teve 2 delineamentos experimentais

diferentes. No primeiro experimento, o indculo com cada proteina recombinante

separada foi preparado com 40 ug da rSpaA ou da rDnakK, e com 20 pug de cada uma

guando usadas em conjunto, injetadas via subcutanea (Figura 6).

Primeiro Experimento de Imunizacgédo

Imunizacao Imunizagao
12 dose 2% dose
G1: Controle G1: Controle
100 pl PBS1X fositivo 100 pl PBS1X Positivo
subcuténea G2: Controle Subeuiones G2: Controle
Negativo Negativo
SUIVAC: 40pl | | G3: SUIVAC 21 Sem G3: SUIVAC 21
intramuscular ERY-IN dias Inoculagio ERY-IN dias
—_— —_—
1ad o G4: a . G4:
20 ugs‘;: rSpaA+rDnaK :0 :Izsjé rSpaA+rDnaK
proteina; G5: rSpaA proteina; G5: rSpaA
subcutanea subcutanea

Desafio da
Imunizagao
100 pl PBS1X G1: Controle
subcutanea | Positivo
| G2: Controle
Negativo
G3: SUIVAC
4x103 células de ERY-IN
E. rhusiopathiae: | |
100 pl G4:
subcutanea rSpaA+rDnaK

Figura 6. Delineamento experimental do primeiro ensaio de imunizacéo. llustracdo sobre como o

ensaio de imunizacao foi organizado. Foram divididos 6 grupos diferentes, em que se estabeleceu quais

deles seriam inoculados com as proteinas purificadas; quais seriam desafiados e também a quantidade

de dias entre as duas doses das proteinas inoculadas e do desafio.

J& no segundo experimento, o indculo para a imunizacdo dos camundongos

foi preparado com 100 ug de cada proteina recombinante (rSpaA ou rDnaK) ou com

50 pg da rSpaA mais 50 pg da rDnaK (rSpaA+rDnaK), injetadas via intramuscular
(Figura 7).

Para cada experimento de imunizacdo com as proteinas recombinantes e

posterior desafio com células de E. rhusiopathiae, 60 camundongos foram divididos
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em 6 grupos (Figura 1): G1 - Grupo Controle positivo, inoculados somente com 100 pl
de PBS 1X; G2 - Grupo Controle negativo, inoculados somente com 100 yl de uma
solucdo de células da bactéria E. rhusiopathiae; G3 - Grupo Referencia, 40 ul da
vacina de referéncia SUIVAC; G4 - Grupo rSpaA+rDnaK, 100 pl das proteinas
recombinantes rSpaA+rDnaK; G5 - Grupo SpaA, 100 ul da proteina recombinante
SpaA; G6 - Grupo rDnaK, 100 ul da proteina recombinante rDnaK. Apos o
procedimento de inoculagéo, os animais foram acompanhados diariamente, e depois
de 21 dias os grupos G4; G5 e G6 foram inoculados novamente com uma segunda

dose de 100 pl das proteinas recombinantes respectivas de cada grupo.

‘ Segundo Experimento de Imunizagéo ‘

Imunizagao Imunizagao Desafio da
12 dose 22 dose Imunizagio
G1: Controle G1: Controle
100 pl PBS1X Positivo 100 pl PBS1X Positivo 100 pl PBS1X G1F:' Controle
intramuscular G2: Controle intramuscular G2: Controle subcutanea ositivo
Negativo Negativo
| G2: Controle
SUIVAC: 40 pl G3: SUIVAC 21 Sem G3: SUIVAC 21 Negativo
intramuscular ERY-IN dias Inoculagio ERY-IN dias —_—
— — G3: SUIVAC
4x103 c_élulas_de ERY-IN
E. rhusiopathiae:
. - Ga: . - G4: 100 pl G4:
1° dose: rSpaA+rDnaK 2° dose: rSpaA+rDnaK subcuténea rSpaA+rDnaK
100 g de L= 100 pg de L
proteina; G5: rSpaA proteina; G5: rSpaA G5: rSpaA
intramuscular intramuscular [ 1
| G6:rDnaK | G6: rDnak L[ Gé: rDnaK

Figura 7. Planejamento experimental do segundo ensaio de imunizagdo. Foram estabelecidos seis
grupos diferentes. Os camundongos foram imunizados intramuscularmente com as proteinas
recombinantes purificadas e com a vacina comercial. Os grupos de controle positivo e negativo foram
apenas injetados com PBS 1X. Vinte e um dias apds a primeira inje¢do, uma segunda dose das
proteinas recombinantes foi inoculada. Apdés mais vinte e um dias, o desafio com a bactéria E.
rhusiopathiae foi realizado por via subcutanea e o grupo de controle positivo foi novamente injetado
apenas com PBS 1X. Trés dias apés o desafio, o sangue dos camundongos foi coletado para analises

posteriores.

3.1.14. Desafio in vivo com células de E. rhusiopathiae
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Apés o periodo de 21 dias da segunda imunizacdo com as proteinas
recombinantes, os camundongos dos grupos G2 ao G6 foram desafiados com 4000
células da bactéria E. rhusiopathiae NCTC 11002, através da via subcutanea.

Para a contagem de células de E. rhusiopathiae foi realizado um in6culo em 100 ml
de meio liquido Feist modificado (Tabela 7), sendo o cultivo realizado por

aproximadamente 9 horas a 37°C e 140 rpm.

Tabela 7. Componentes para o meio Feist modificado e otimizado.

COMPONENTE CONCENTRAQAO
Triptona 7,59/l
Extrato de Levedura 7,5 g/l
MgSO,.7H20 0,4 g/l
Glicose 9 g/l
Arginina 0,75 g/l
Tween 80 0,75 ml/I
°KH,PO, 0,14 g/l
°NaH2POs4 6,8 g/l
Agua Destilada qsp
pH 8

° Os fosfatos devem ser autoclavados separadamente dos outros componentes para ndo precipitarem.

Quando a DOsgs do cultivo chegou ao valor de 1,2, correspondente a
aproximadamente 4,31 x 108 unidades formadora de col6nias (UFC) por ul de acordo
com a tabela 8, um volume de cultura de 1 ml foi utilizado para obtencéo das diluicdes
seriadas de 1:1000; 1:10000 e 1:100000 em PBS 1X seguido de plagueamento em
LB (duplicata). As placas foram incubadas a 37°C por 2 dias, e as col6nias foram
contadas nas diluicdes de 1:10000 e 1:100000. A concentracao de células foi ajustada
para que em cada 100 pl da solu¢éo houvesse aproximadamente 4000 células de E.

rhusiophatiae e os camundongos foram inoculados com essa suspensao de bactérias.



Tabela 8. Numero de UFCs de E. rhusiopathiae NCTC 11002 de acordo com a DOsgonm € COM 0

tempo de crescimento em meio Feist modificado. Dados obtidos nesse trabalho.

DO 590nm UFC/uL TEMPO (horas)
0,5 2,30E+03 02:00
0,65 4,53E+05 03:30
0,8 1,23E+06 05:00

1 3,50E+06 08:00
1,2 4,31E+06 09:00
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No primeiro experimento de imunizagao, dos 60 animais totais divididos em 6

grupos, 6 animais de cada um dos grupos G1 ao G4 (=24) foram separados para a

realizacdo de uma curva de sobrevivéncia desses camundongos, apos o desafio. Ja

0s outros 36 animais (G1 ao G6) foram divididos igualmente por grupo para que a

coleta do sangue fosse realizada, apos 3 dias ao desafio (Figura 8A). J& no segundo

experimento, 60 camundongos também foram divididos em 6 grupos nos quais cada

um foi composto por 10 camundongos, sendo que a metade de cada grupo também

foi separada para determinar uma curva de sobrevivencia, e a outra metade para a

coleta de sangue e 6rgdos destinada a analises imunologicas (Figura 8B). Foram

realizados dois experimentos independentes, delineados abaixo.

(A)

(B)

Primeiro Experimento de Imunizacdo

|

Segundo Experimento de Imunizacdo

24 Camundongos:

30 Camundongos:

36 Camundongos: 30 Camundongos:
CURVA DE CURVA DE
SOBREVIVENCIA COLETA DE SANGUE SOBREVIVENCIA COLETA DE SANGUE
GRUPOS GRUPOS GRUPOS GRUPOS
(6 camundongos/grupo): (6 camundongos/grupo): (5 camundongos/grupo): (5 camundongos/grupo):

G1: Controle Positivo
G2: Controle Negativo
G3: SUIVAC Referencia
G6: rSpaA+rDnak

G1: Controle Positivo
G2: Controle Negativo
G3: SUIVAC Referencia
G4: rSpaA+rDnaK

G5: rSpaA

G6: rDnak

G1: Controle Positivo
G2: Controle Negativo
G3: SUIVAC Referencia
G4: rSpaA+rDnaK

G5: rSpaA

G6: rDnak

* G1: Controle Positivo

* G2: Controle Negativo
* G3: SUIVAC Referencia
*  G4:rSpaA+rDnaK

*  G5:rSpaA

* G6:rDnak
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Figura 8. Desenho experimental para avaliacdo do efeito protetor e de imunogenicidade das
proteinas rSpaA e rDnaK de E. rhusiopathiae em modelo murino. Um total de 120 camundongos
foram separados pela metade e utilizados entre os ensaios de protecdo e ensaios de imunizacao, e 0s
animais foram divididos pela metade em 2 grandes-grupos. (A) Primeiro ensaio experimental, os
grupos G1, G2, G3 e G6 foram iniciados com 12 animais cada, sendo 6 deles separados para realizagdo
da curva de sobrevivéncia apds o desafio com a bactéria, enquanto que para os grupos G5 e G6,
iniciados com 6 animais cada, foi realizada apenas a andlise de anticorpos. (B) Segundo ensaio
experimental, de 60 camundongos totais, 30 foram separados para o ensaio de protecdo que permite
a analise da curva de sobrevivéncia e 30 camundongos para coleta do soro para o ensaio de titulacao

de anticorpos. Os grupos de G1 a G6 foram iniciados com 10 animais cada.

3.1.15. Eutanésia e Extracdo do Sangue e Soro de Camundongos

Apos 3 dias do desafio, os animais separados para a coleta de sangue foram
previamente anestesiados utilizando o procedimento intraperitoneal de superdosagem
de anestésicos, com solucdo de 270 mg/kg de cetamina (Dopalen, Ceva, Brasil) e 30
mg/kg de xilazina (Anasedan, Ceva, Brasil), para somente depois serem eutanasiados
por exsanguinacao, por puncao braquial. O animal foi fixado a mesa de necropsia,
com agulhas inseridas acima das articulagbes do carpo e tarso, sendo o animal
posicionado em decubito dorsal e distendido. Com tesoura cirargica, foi promovida
uma incisdo da artéria braquial e através dessa, com uma pipeta Pasteur levemente
embebida em Acido Etilenodiamino Tetra-Acético (EDTA), foi realizada a coleta do
sangue de cada camundongo. O soro foi separado por centrifugacdo a 7000 x g por
15 minutos a 4°C e transferido para tubos de 1,5 ml com tampa, para armazenamento
a-20°C.

Apos a eutanasia e a extracdo sangue, os cadaveres dos animais foram
acondicionados em saco de lixo branco leitoso e armazenados em freezer -80°C até
o recolhimento pelo servico de coleta de residuos de servicos de salde para sua
correta disposicao final, conforme a legislagao vigente.

3.1.16. Analise de Anticorpos IgG no Soro dos Camundongos

As amostras de soro dos animais foram analisadas por ELISA (Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay) para os anticorpos especificos contra antigenos rSpaA
e rDnakK de E. rhusiopathiae. Os experimentos foram efetuados em triplicata, em que

foi realizada a titulagao dos anticorpos IgG total; IgG1 e IgG2a. As placas de 96 pocos
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(Costar) foram sensibilizadas com 50 ng proteina/poco de rDnaK e/ou rSpaA
purificadas, e diluidas em tampé&o carbonato (87 mM NaHCOs; 15 mM Na2COs; pH
9,5). Apoés incubacédo durante a noite a 4°C, cada poco foi lavado 3 vezes com solucao
salina tamponada com fosfato PBS 1X+Tween®20, bloqueado com 200 pl de BSA a
1% por 2 horas a 37°C e lavado novamente. Para analise de IgG, 100 ul de soro
diluido 1:10 foram adicionados seguidos de incubacdo a 37°C por 1 a 2 horas. Apos
nova lavagem, foram adicionados 100 pl da diluicdo 1:5000 do anticorpo secundario
anti-mouse 1gG antibody (IgG Total; IgG1 and IgG2a) conjugated to Goat Anti-Mouse
IgG Peroxidase Antibody (GenScript). Apds incubacéo por 1 hora a 37°C e lavagem,
a deteccéo foi realizada pela adicdo de 50 pl de 3,3',5,5' tetrametilbenzidina (TMB) e
incubacdo por 30 minutos no escuro a temperatura ambiente. As reagfes foram
finalizadas com a adi¢ao de 50 pl/pogo de solugdo de H2SO4 1 M, e foi feita a leitura
de absorbancia das amostras em comprimento de onda de 490 nm em leitor de

microplaca (Bio-rad).

3.1.17. Contagem Diferencial do Sangue Periférico de Camundongos

Primeiramente foi realizada a contagem global de células sanguineas do
sistema imune dos camundongos, em microscopio Optico e na camara de Neubauer
imediatamente ap0s a coleta do sangue, depois a contagem celular diferencial foi
realizada por meio de esfregacos sanguineos corados com Rapid Panoptic Kit
(Laborclin) preparados no momento da puncgdo. A contagem diferencial foi obtida
através da relacdo entre a contagem global de cada grupo e a contagem de 100
células do esfregaco sanguineo diferenciadas em mononucleadas, neutréfilos e
eosindéfilos (CHERNECKY & BERGER, 2013).

3.1.18. Biodistribuicdo de E. rhusiopathiae nos Tecidos do Ba¢o e Rim

Os bacos e rins direitos de 3 animais de cada grupo foram removidos e
macerados separadamente em microtubos contendo 1ml de PBS 1X (Tabela 13)
estéril. Aliquotas (100 pl) de diluicbes 1:10 para os bacos ou 1:100 para os rins, foram

semeadas em LB agar e incubadas a 37°C. Apds 48 horas, as UFCs foram contadas.

3.1.19. Curva de Sobrevivéncia dos Camundongos
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Camundongos de cada um dos 6 grupos (G1 a G6) foram monitorados por 14
dias para analisar a porcentagem de animais que sobreviveram ou morreram apos o
desafio bacteriano, para construir uma curva de sobrevivéncia (KAPLAN, 1958).

Todos os animais restantes foram sacrificados por uma overdose de anestésicos.

3.1.20. Analise Estatistica

Os dados quantitativos foram analisados por ANOVA one-way para
comparacao de médias usando o software Prism® (versao 5.0, GraphPad Software).
As diferencas individuais entre os grupos foram identificadas por meio do teste de
Dunn. Os resultados foram expressos como média + erro padrédo da média (SEM) e,

em todas as analises, adotou-se 5% como limite de significancia estatistica (p < 0,05).
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4. RESULTADOS

4.1. Transformacao da ClearColi com os Vetores Recombinantes

As construgdes em pET18a(+) foram realizadas por da Silva e colaboradores
(2012) e por Moraes (2015), em colaboracéo do grupo de pesquisa de Novo-Mansur
(DGE-UFScar), que clonaram sequéncias codantes dos genes de spaA e dnaK de E.
rhusiophathiae no vetor, respectivamente, e depois transformaram a linhagem de E.
coli BL21 (DE3).

Foram feitos dois in6culos separados das linhagens BL21 pET28a+SpaA e
BL21 pET28a+DnaK e apds o crescimento por 18 horas a 37°C os plasmideos foram
extraidos a partir das células e transformados por eletroporacdo na bactéria de
expressao ClearColi. Apés aproximadamente 48 horas de crescimento, colonias
transformantes foram observadas na placa. As colbnias foram testadas para a
construcdo pET28a+SpaA por PCR, indicado pela amplificacdo de um fragmento de
1,026 kb utilizando os primers SpaA_For-Ncol e SpaA_Rev-Hindlll. J& a confirmacéo
do clone pET28a+DnaK foi realizada por digestdo do plasmideo pelas enzimas de

restricdo Ndel e BamHlI, indicada pelo fragmento digerido de 1,8 kb (Figura 9).

(A) (B)

<+— 1,8 kb
<+—1 kb

Figura 9. Confirmacéo da transformacao da ClearColi por eletroporacdo com os plasmideos
recombinantes. (A) Fragmento dnak clonado no plasmideo pET28a(+), obtido a partir de uma mini-
prep de bactérias E. coli BL21(DE3) e ClearColi, por meio de digestdo com as enzimas de restricdo
BamHI e Ndel. (B) Fragmento spaA clonado no plasmideo pET28a(+), obtido a partir de mini-prep de
E. coli BL21(DE3) e de ClearColi, amplificado com os iniciadores SpaA_For-Ncol e SpaA_Rev-Hindlll.
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4.2. Padronizacado das Condicdes de Expressao

A proteina SpaA nativa de E. rhusiopathiae possui um tamanho de
aproximadamente 60 kDa (MAKINO, S. et al., 1998). Porém, para a constru¢éo do
clone pET28a+SpaA utilizado nesse trabalho, o inserto da sequéncia codante parcial
clonada é traduzido em uma proteina de 42 kDa (regido imunogénica de 342
aminoéacidos da regido N-terminal), sendo 1 kDa proveniente da cauda de 6 histidinas
(His-Tag) adicionada pelo vetor pET28a(+) (IMADA et al.,, 1999; DA SILVA et al.,
2012). J4 o fragmento do gene dnaK de E. rhusipathiae utilizado nesse trabalho,
codifica uma proteina de 65 kDa, sendo 1 kDa também proveniente da cauda His-Tag
do vetor de expressao (MORAES, 2015).

Com as inser¢cdes dos genes validadas em ClearColi, foram testadas varias
condicdes de expressao para avaliar qual método fornecia maior quantidade de
proteina na forma solavel. Para isso, as bactérias de expressdo contendo
separadamente as construcdes pET28a+SpaA e pET28a+DnakK, foram induzidas em
meios LB; TB e Dinamite, sendo que em cada meio de cultivo a expressédo das
proteinas foi testada em 37°C, 30°C e 20°C, e induzida com 0,1mM e 0,4mM de IPTG
(Figura 10).

A proteina rDnaK foi efetivamente expressa em todos os meios de cultivo
citados anteriormente e em todas as temperaturas testadas; e também foi expressa
tanto na concentracdo com 0,1 mM quanto com 0,4 mM de IPTG. Assim, foi
estabelecido que a melhor condicdo de expressao da rDnaK em ClearColi seria em
meio LB a 20°C, induzido com 0,1 mM de IPTG (Figura 10A). Depois de cultivadas e
induzidas, as células de ClearColi expressando a proteina foram sonicadas, liberando
a rDnaK que se apresentou principalmente na fracéo soltuvel do lisado de células, ou
seja, no sobrenadante (Figura 11).
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1: Pré-indugdo em LB 6: Pos-indugado em Dinamite com 0,4 mM de IPTG
2: Pés-indugao em LB com 0,1 mM de IPTG 7: Pré-indugédo em TB
3: Pés-indugédo em LB com 0,4 mM de IPTG 8: Pés-indugédo em TB com 0,1 mM de IPTG
4: Pré-indugé@o em Dinamite 9: Pés-indugdo em TB com 0,4 mM de IPTG
5: Pés-indugao em Dinamite com 0,1 mM de IPTG

Figura 10. Anélise por SDS-PAGE da expressédo das proteinas rDnaK e rSpaA em ClearColi em
meio LB, Dinamite e TB, variando as condi¢cfes de expressdo. (A) Variacdo das condi¢cdes de
expresséo da rDnaK (65kDa). A proteina recombinante foi induzida nas temperaturas de 37°C, 30°C e
20°C com 0,1 mM ou 0,4 mM de IPTG, em todos os 3 diferentes meios de cultivo. (B) rSpaA (42 kDa)
expressa em temperaturas de 37°C, 30°C e 20°C com 0,1 mM ou 0,4 mM de IPTG. Todas as variagdes

nas condi¢des de expressao foram analisadas nos meios LB, Dinamite e TB.

A proteina rSpaA foi expressa de forma efetiva principalmente em meio TB e
Dinamite; nas temperaturas de 37°C, 30°C e 20°C, e foi induzida tanto com 0,1 mM
guanto com 0,4 mM de IPTG (Figura 10B). Porém, se apresentou de forma insolavel
(precipitado do sonicado) em todas os meios de cultivo e temperaturas de inducéo
testados, o que dificultou seguir para a sua purificacdo. Assim, ja que uma temperatura
mais baixa poderia melhorar a solubilizacdo da proteina, pois 0s processos celulares

ficariam mais lentos e, portanto, reduziriam as taxas de transcri¢ao, traducéo, divisao
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celular e agregacao de proteinas (SAMUELSON, 2011), foi estabelecido que a melhor
condicdo para expressar a proteina rSpaA em ClearColi seria a 20°C em meio TB,
induzido com 0,1 mM de IPTG (Figura 11).

rSpaA/TB rDnaK/LB

70 kDa
65 kDa
50 kDa
42 kDa

A: fragdo pré-induzida

B: fragao pés-induzida

C: fragédo soluvel diluida 10X
D: fragéo insoluvel diluida 10X

Figura 11. Expressdao das proteinas recombinantes rSpaA e rDnaK em ClearColi. A proteina rSpaA
possui um tamanho de ~42 kDa e foi induzida em meio de cultura TB, enquanto a rDnaK possui um
tamanho de ~65 kDa e foi induzida em meio de cultura LB. Para a expressédo das duas proteinas, uma
temperatura de 20°C e 0,1 mM de IPTG foram utilizados. (A) Fracdo antes da adicdo de IPTG. (B)
Fracdo apos a adi¢do de IPTG ao meio de cultura, mostrando a inducdo da expressdo das proteinas
recombinantes. ApoOs a inducdo, as células cultivadas foram lisadas por ultrassom e separadas em
fracdes sollveis e insoliveis, com rDnaK sendo encontrado na fracéo soluvel (C) e em menor grau na

fracdo insoluvel (D) e rSpaA apenas na fragdo insoltvel (D).

4.3. Purificagdo das Proteinas Recombinantes ap6s Expresséo Heterdéloga

4.3.1. Purificagdo da Proteina rDnaK Expressa em ClearColi

Apbs a padronizacao das condi¢des de expressao em ClearColi, iniciaram-se
0s ensaios de purificacdo da proteina rDnaK por cromatografia de afinidade com 1 ml
de resina de niquel. Foi realizada a eluicdo da proteina com o tampé&o de eluicdo
(Tabela 6), ajustando-se o pH para valores de 7; 6; 5,5 e 4 onde podemos observar
na figura 12, que nao foi possivel eluir a proteina rDnaK da coluna de afinidade por
diminuigédo do pH do tampé&o.
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pH
A
[ |
A B C D E F G H I
70 kDa ¢
m——p [DNaK
65 kDa -
A: fragdo do eluato diluida 10X F: fragdo eluida pela 22 vez em tampéo pH
B: fragao da 32 lavagem 55
C. fragéo eluida em tamp&o pH 7 G: fragdo eluida em tampéo pH 4
D: fragdo eluida em tampao pH 6 H: fragdo eluida pela 22 vez em tampéo pH 4
E: fragéo eluida em tamp&o pH 5,5 I: fracdo eluida pela 32 vez em tampéo pH 4

Figura 12. Analise de SDS-PAGE da purificagdo da proteina rDnaK por IMAC e eluicdo pela
diminuigdo de pH. A proteina rDnaK (65 kDa) foi induzida a 20°C e com 0,1 mM de IPTG, em 100 ml
de meio LB, pelo sistema expressédo em Clear Coli. A purificacéo foi realizada em uma coluna de 1 ml

contendo niquel e a diminuicdo de pH (7; 6; 5,5 e 4) do tampé&o foi utilizada para a eluicdo da proteina.

Logo, foi realizada uma outra tentativa de purificacdo dessa proteina por
gradiente de imidazol (2 mM; 10 mM; 250 mM; 500 mM e 2 M), de modo a aumentar
o rendimento da proteina pela eluicdo em uma Unica fracdo. Na figura 13 podemos
observar que foi possivel obter a proteina rDnakK, de 65 kDa (1 kDa da cauda His-
Tag), em uma fracdo de 250 mM de imidazol em tampao de eluicdo, sendo que em
concentracbes menores de imidazol foram eliminadas proteinas contaminantes que

tinham fraca afinidade a coluna de niquel.
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IMIDAZOL

70 kDa
65 kDa

A: fragdo do eluato diluida 10X E: fracdo eluida em 10 mM de imidazol
B: fragdo da 22 lavagem F: fragdo eluida em 250 mM de imidazol
C: fragdo da 3? lavagem G: fragdo eluida em 500 mM de imidazol
D: fragdo eluida em 2 mM de imidazol H: fragdo eluida em 2 M de imidazol

Figura 13. Andlise por SDS-PAGE da purificagao da proteina rDnaK por IMAC com elui¢cdo em
gradiente de imidazol. A proteina rDnaK foi induzida a 20°C e com 0,1 mM de IPTG, em 250 ml de
meio LB, pelo sistema de expressdo em ClearColi. A purificagcéo foi realizada com 1 ml de resina de
niquel e eluida com um gradiente de imidazol (2 mM, 10 mM, 250 mM, 500 mM e 2 M).

A rDnaK foi concentrada em 1 ml por ultrafiltracdo, porém mesmo apos a sua
purificacdo, a proteina ainda apresentava muitos contaminantes. Entéo foi realizada
uma cromatografia SEC em que a rDnaK foi eluida em 60-80 nm entre os volumes 43
ml e 75 ml na solugdo de Tris-NaCl, sendo que os volumes de 72 ml a 75 ml
(correspondentes as fragfes 144 a 150) foram selecionados por ndo apresentarem

contaminantes e concentrados em 1 ml total (Figura 14).
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\_, A: eluigdo da fragdo 144 E: eluig&o da fragao 148
B: eluigo da frago 145 F: eluigdo da fragdo 149
0.0 e C: eluigao da fragdo 146 G: eluigao da fragao 150
D: elui¢ao da fragdo 147
0.0 20.0 40.0 60.0 800 ml

Figura 14. Analise por SDS-PAGE da cromatografia de exclusdo molecular da proteina rDnaK. (A)
Cromatograma da purificacdo da rDnaK em que a proteina foi eluida no terceiro pico a uma absorbancia de
60 nm. (B) ApGs a purificagdo em uma coluna de niquel, a proteina rDnaK foi submetida a SEC e, em
seguida, eluida principalmente nas fracdes 144 a 150, que correspondem a um pico formado no
cromatograma. As fracdes correspondem ao tamanho esperado da proteina rDnaK (65 kDa). Observagao:

as concentrac6es de proteina ndo foram quantificadas ou equalizadas para a anélise deste gel.

4.3.2. Purificacdo da Proteina rSpaA Expressa em ClearColi

Como a proteina rSpaA expressa em ClearColi foi encontrada na forma
insoluvel, foi necessario usar agentes desnaturantes a fim de solubilizar essa proteina
para somente depois purifica-la. Para retirar a rSpaA dos corpos de incluséo, foi
utilizado primeiramente um tampé&o de solubilizacdo com 8 M de cloridrato de
guanidina e podemos observar na figura 15 que a rSpaA foi solubilizada e purificada
em 1 ml de resina de niquel, em um tamanho de aproximadamente 42 kDa (1 kDa da
cauda His-Tag), sendo utilizado um gradiente de imidazol (50 mM; 100 mM e 500 mM)
em tampao de eluicao (Tabela 10) para purificar essa proteina. A rSpaA foi eluida em
tampdo com 50mM e 100 mM de imidazol, porém uma quantidade razoavel da
proteina foi perdida (Figura 15, linha C), o que ocasionou baixo rendimento da proteina

purificada.
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GUANIDINA/IMIDAZOL

50 KDa <—

47 KDa <+

—p [SpaA

A: fragéo pré-induzida

B: fragdo pds-induzida

C: fragdo do eluato diluida 10X
D: fragédo da 32 lavagem

F: fracdo eluida em 100 mM de imidazol
G: fragado eluida em 500 mM de imidazol
H: fragéo eluida em 500 mM de imidazol
pela 22 vez

E: fragdo eluida em 50 mM de imidazol

Figura 15. Andlise de SDS-PAGE do teste de purificacdo por IMAC da proteinarSpaA solubilizada
em cloridrato de guanidina 8 M. A proteina rSpaA foi expressa pelo sistema de expressao ClearColi
a 20°C e com 0,1 mM de IPTG em 100 ml de meio TB. A proteina rSpaA foi solubilizada a partir dos
corpos de incluséo utilizando cloridrato de guanidina 8 M como agente desnaturante, e a purificacéo foi

realizada em 1ml de resina de niquel por meio de eluicdo com gradiente de imidazol.

Ainda, foram realizados anteriormente testes de toxicidade dos dois agentes
de solubilizacéo, cloridrato de guanidina e uréia, sendo que o cloridrato de guanidina,
mesmo em concentracdo 2 vezes menor que a utilizada para solubilizar a proteina, ou
seja, 4 M, apresentou grande toxicidade aos camundongos, induzindo os mesmos a
Obito (Anibal, comunicacéo pessoal). Ja a uréia, mesmo com a concentracdo de 6 M,
ndo induziu nenhum sintoma detectavel de toxicidade nos animais.

Foi entdo realizada uma nova solubilizacdo da rSpaA em tampao de
solubilizagcdo com 8 M de uréia, resultando em maior dificuldade de solubilizagao
guando comparada com a solucdo de cloridrato de guanidina 8 M; apresentando
precipitados mesmo depois do tempo total de agitacdo, e diminuindo o rendimento
final da proteina solubilizada. Porém, esse problema foi resolvido obtendo-se um
maior volume de cultivo no qual a proteina foi expressa, 0 que compensou a
diminuicdo do rendimento da rSpaA solubilizada com uréia.

Com a proteina solubilizada de forma efetiva, foi possivel realizar a purificacéo

através da coluna de niquel, e para dificultar a perda da proteina junto com o eluato,
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alteramos o volume da resina de niquel para 5 ml, aumentando o contato e a afinidade
da rSpaA solubilizada com o metal imobilizado.

Na figura 16, podemos observar o perfil de eluicdo da proteina pelo gradiente
de imidazol (25 mM; 50 mM; 100 mM; 150 mM e 500 mM). A rSpaA foi eluida em
maiores quantidades e com menos impurezas em 100 mM e 150 mM de imidazol (em
tampdao de eluicdo, Tabela 6) e o maior volume da resina de niquel permitiu menor

perda no eluato (Figura 16, linhas B e C), resultando em um maior rendimento da

purificagao.
UREIA/IMIDAZOL
A
| |
A B C D E F G H |
50 KDa «— P—— —) rSpaA
47 KDa
A: fragao da rSpaA solubilizada em uréia  E: fragéo eluida em 25 mM de imidazol
8M F: fragéo eluida em 50 mM de imidazol
B: fragdo do eluato diluida 10X G: fragdo eluida em 100 mM de imidazol
C: fragdo da 12 lavagem diluida 10X H: fragéo eluida em 150 mM de imidazol
D: fragdo da 22 lavagem I: fragdo eluida em 500 mM de imidazol

Figura 16. Analise de SDS-PAGE da purificacdo por IMAC da proteina rSpaA solubilizada em
uréia 6 M. A proteina rSpaA foi expressa através do sistema de expressdo ClearColi a 20°C e com 0,1
mM de IPTG em 250 ml de meio TB. A rSpaA foi solubilizada a partir dos corpos de inclusdo em uréia
8 M; a purificagédo foi realizada em 5 ml de resina de niquel, e a proteina foi eluida por um gradiente de
imidazol (25 mM; 50 mM; 100 mM; 150 mM e 500 mM).

N&o seria possivel utilizar a SEC para remover o imidazol, ja que esse método
também removeria a uréia do tampédo e faria com que a rSpaA voltasse a forma
insoltvel. Por isso, também testamos o meétodo de purificacdo com eluicdo pela
diminuicdo de pH do tampé&o, ajustando seus valores para 7; 6,3 e 4,5 (Figura 17),
assim a etapa de lavagem para retirada do imidazol ndo seria necessaria. Esse

experimento também foi realizado com 5 ml de resina de niquel, e foi possivel observar



44

gue mesmo que uma certa quantidade de proteina tenha passado pela coluna junto
com o eluato (Figura 17, linha A), a rSpaA apresentou um alto grau de pureza e um
maior rendimento em diversas fracées do tampao de eluicdo (Tabela 6) com pH 4,5,
quando comparado ao método de purificacdo anterior, ou seja, por eluicdo com

imidazol (Figura 16).

UREIA/pH
A

A B Cc D E F G H |

50 kDa — - “-- -—rSpaA

42 kDa

A: fragéo do eluato diluida 10X F: fragéo eluida em tamp&o pH 6,3

B: fragdo da 1?2 lavagem diluida 10X G: fragéo eluida em tampéo pH 4,5

C: fragado da 22 lavagem H: fragéo eluida em tampao pH 4,5 pela 22 vez
D: fragéo eluida em tampéo pH 7 I: fragdo eluida em tampéao pH 4,5 pela 32 vez
E: fragéo eluida em tampéo pH 7 pela 22 vez

Figura 17. Analise por SDS-PAGE da purificacdo da proteina rSpaA por IMAC com elui¢cdo por
diminuigdo do pH. A proteina rSpaA foi expressa através do sistema de expresséo ClearColi a 20°C
e com 0,1 mM de IPTG em 250 ml de meio TB, e ap6s a lise celular, foi solubilizada com 8 M de ureia
a partir dos corpos de inclusdo. A rSpaA foi purificada em uma coluna com 5 ml de niquel e eluida por

diferenca de pH (7; 6,3 e 4,5) do tampé&o de eluigo.

4.4. Western Blot das Proteinas rSpaA e rDnaK

4.4.1. Anti-His-Tag

Para validar que as proteinas expressas e purificadas eram provenientes dos
fragmentos inseridos nos vetores de expressao pET28at+SpaA e pET28a+DnaK
transformados na bactéria ClearColi, foi realizado um ensaio de Western Blot
buscando a reac&o do anticorpo anti-HisTag contra a cauda de 6 histidinas, presente
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na construcdo do vetor e expressa na regido C-terminal da proteina rSpaA e N-
terminal da rDnakK, sendo passivel de purificacdo em coluna de afinidade a metal.

Na figura 18, podemos observar que tanto a proteina rSpaA quanto a rDnaK
obtidas pelas purificacfes anteriores sdo as proteinas condizentes com a traducéo
dos genes spaA e dnaK de E. rhusiopathiae, inseridos no vetor de expressao
pET28a(+).

65 kDa «— il
42 kDa +— -

1: rDnakK (5 pg)
2:rSpaA (5 ug)

Figura 18. Western Blot das proteinas recombinantes de SpaA e DnaK de E. rhusiopathiae com
0 anticorpo monoclonal de rato anti-HisTag. As bandas mostram a rea¢éo da etiqueta de histidina,
presente em 5 pg purificados e equalizados das proteinas rDnaK (1) ou rSpaA (2), contra 0s anticorpos
anti-HisTag. As duas bandas correspondem aos tamanhos esperados para as duas proteinas

recombinantes.

4.4.2. Soro de Suinos

Apbs a separacdo das proteinas rSpaA e rDnaK por SDS-PAGE; transferéncia
para membrana de nitrocelulose e depois revelacdo, foi possivel comparar a
reatividade com os soros de suinos antes da imunizacéo e apds a segunda dose de
imunizacao da vacina comercial, em 3 animais. Os soros dos suinos foram utilizados
como anticorpos primarios de captura para avaliar sua reatividade contra as rSpaA e
rDnaK purificadas, mostrando se ha ou ndo uma relacdo dessas proteinas a

guantidade de anticorpos imunorreativos presentes nesses animais (Figura 19).
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Antes da imunizacao a proteina rSpaA mostrou baixa reatividade, enquanto a
rDnaK néo apresentou reatividade detectavel com os soros de suinos. Porém, as duas
proteinas de interesse apresentaram imunorreatividade com todos os soros coletados
apos a segunda dose da vacinagdo, o que € um indicativo do carater antigénico
dessas proteinas em suinos. Ainda, podemos observar que 0s soros pos-imunizacao
de cada suino reagiram diferentemente, quando comparados em relacdo a
imunorreatividade as proteinas. O soro do suino B e P apresentaram a mesma
intensidade de reacao tanto contra a rDnaK. quanto a rSpaA, sendo que o ultimo suino
(P) se mostrou mais reativo. Ja no suino C podemos afirmar que a proteina rSpaA é

mais reativa ao soro pos-imunizacéao, do que a rDnaK (Figura 19).

SUINO B SUINO C SUINO P
A B A B A B
42 kDa <+— L 3
- -
1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2
A: soro de suino pré-imunizacao 1: rDnaK (5 pg)
B: soro de suino apés 22 dose da imunizagdo 2:rSpaA (5 ug)

Figura 19. Western blot das proteinas recombinantes purificadas rSpaA e rDnaK contra soros
de suinos pré e p6s-imunizados com a vacina comercial contra E. rhusiopathiae. As colunas A
representam os soros dos suinos antes de serem imunizados com a vacina comercial; e as colunas B
representam os soros de suinos apds a segunda dose da vacina. As proteinas rDnaK e rSpaA

purificadas e equalizadas (5 ug) foram representadas pelos nimeros 1 e 2, respectivamente.

4.5. Preparacdo das Proteinas Recombinantes como Potenciais Vacinas de
Subunidade

A proteina rSpaA resultante da purificacdo com a eluicdo por 100 mM e 150
mM de imidazol, foi concentrada e lavada por ultrafiltracao diversas vezes em tampao

somente com uréia, para reduzir a concentracdo de imidazol a um valor minimo,
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chegando ao valor final de 1 mg/ml em 1 ml da proteina recombinante. Como podemos
observar na figura 20, esse método apresentou mais impurezas e menos rendimento
(Figura 20, linha A) quando comparada com a proteina concentrada e purificada em
pH 4,5 do tampao de eluicdo (Tabela 6) com uréia, sendo que quando as diversas
fracOes das eluicbes de pH 4,5 foram concentradas com o mesmo volume, se obteve
uma concentracdo da rSpaA de 6 mg/mL em 1 ml (Figura 20, linha B). Ou seja,
podemos afirmar que a segunda opcao foi a mais adequada para ser utilizada no
ensaio com camundongos.

Ainda na figura 20 podemos observar que a proteina rDnaK se apresentou
livre de contaminantes somente depois de passar pela SEC (Figura 20, linha C e D).
As fracOes de 144 a 150 foram concentradas e chegaram a uma concentracdo de 3,6
mg/ml em 1 ml total, resultando em um rendimento suficiente para a continuacao dos
experimentos de inducédo da imunidade dos animais.

As rSpaA e rDnakK utilizadas para os ensaios de imunizagcdo, apresentaram
um rendimento final de 24 mg/ml e de 14,4 mg/ml respectivamente, por litro de meio
cultivado, dos quais foram utilizados aproximadamente 500 pg cada das proteinas
rSpaA e rDnaK para imunizar todos os grupos de camundongos definidos no primeiro

experimento, e aproximadamente 1500 pg das proteinas no segundo.

A B C D
\
70 kDa +——
65 kDa J_ . Proteinas
concentradas
50 kDa j| el . e purificadas
42 kDa

20 ug

A: rSpaA eluida com imidazole e pés-lavagem
B: rSpaA eluida por diferenca de pH do tampéao
C: rDnaK ap6s cromatografia SEC

D: rDnaK antes da cromatografia SEC

Figura 20. SDS-PAGE de 20 ug das proteinas rSpaA e rDnaK expressas pelas células ClearColi,

apods serem purificadas e concentradas. A rSpaA(A) apresentou uma concentragdo de 1 mg/ml; a
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SpaA(B) de 6 mg/ml e a rDnaK(C) de 3,6 mg/ml. As proteinas utilizadas para a imunizados dos
camundongos foram as rSpaA(B) e rDnaK(C). Obs: a proteina concentrada rDnaK(D) antes de passar

pelo SEC rDnakK, néo foi devidamente quantificada, sendo inoculados no gel 20 ul da amostra total.

4.6. Primera Analise de Anticorpos IgG total no Soro dos Camundongos

Ap6s 3 dias ao desafio com a bactéria, alguns animais comegaram a
apresentar sintomas da doenca e, antes que esses animais viessem a 6bito, o soro
de camundongos de todos os grupos foi coletado. O titulo de anticorpos IgG total no
soro de camundongos inoculados com as proteinas purificadas foi cerca de 10 vezes
maior que a titulagdo dos camundongos somente desafiados.

Houve uma diferenca estatistica do grupo controle G2 para 0s grupos testes
G4 e G6, que mostrou um aumento significante de anticorpos nos grupos de
camundongos imunizados com as rSpaA+rDnaK e com a rDnak, do que no grupo de

camundongos somente desafiados (Figura 21).
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Figura 21. Primeiro ensaio de imunizacdo e inducéo de anticorpos. Titulos de IgG total no sangue
de animais isogénicos, 3 dias apés a infec¢cdo. Os dados foram normalizados, e representam a média
EPM (n = 4 animais). *p < 0,05 representam a diferenca significativa dos grupos usando o teste nédo

paramétrico One-way ANOVA.
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4.7. Primeira Andlise da Curva de Sobrevivéncia dos Camundongos

Para o ensaio de protecdo contra a erisipela, os animais imunizados foram
monitorados por 14 dias, observando o tempo de desenvolvimento dos sintomas
(febre; fraqueza e apatia) de cada grupo. Podemos observar que o grupo referéncia
G3, como seria esperado para uma vacina celular, mostrou um 6timo efeito protetor
com o Obito de apenas 16,6% dos camundongos. Quando comparamos o0 grupo G2
em que todos os camundongos foram a Obito em 5 dias, com o grupo teste G4,
imunizado com as duas proteinas recombinantes, podemos notar a indu¢do de um
efeito protetor ao retardar os sintomas da doenca em 50% dos camundongos, e ao
promover total protecdo a 33,3% dos animais que nao apresentaram quaisquer
sintomas (Figura 22).

Todos os camundongos que foram a 6bito apresentaram fraqueza, postura
curvada, mobilidade reduzida, pelagem comprometida (febre) e olhos parcialmente

fechados 1-2 dias antes do 6bito.
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Figura 22. Primeira 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).
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4.8. Segunda Andlise do Efeito Imunogénico da rSpaA e rDnaK contra E.
rhusiopathiae

Novamente apés 3 dias do desafio com as bactérias, o soro dos camundongos
de todos os grupos foi coletado. Tanto a rSpaA quanto a rDnaK mostraram novamente
ter a capacidade de induzir uma resposta imune em camundongos contra a bactéria,
por causa da presenca de anticorpos anti-rSpaA e anti-rDnaK IgG de diferentes
subtipos no soro dos animais dos grupos imunizados, indicando que as proteinas
heterdlogas rSpaA e rDnaK em G4, G5 e G6 foram imunogénicas e geraram uma
resposta humoral especifica (Figura 23).

N&o houve diferenca significativa na quantidade de anticorpos totais IgG ou
IgG1 produzidos entre os grupos G4, G5 e G6 (Figura 23A e 23B), porém, podemos
observar que na figura 23A o grupo vacinado com a rDnaK foi o Unico que apresentou
um aumento significante de IgG total quando comparado com o controle negativo,
ocorrendo o0 mesmo com os resultados de IgG1. Quanto aos anticorpos IgG2a, todos
0S grupos imunizados mostraram uma producao significativamente maior desse
anticorpo quando comparados aos grupos de controle, mas o grupo imunizado com
rSpaA apresentou um IgG2a maior do que cada um dos outros grupos vacinados ou

até mesmo o grupo imunizado com a vacina comercial SUIVAC (Figura 23C).
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Figura 23. Segundo ensaio de imunizagdo. Titulos totais de 1gG, IgG1l e IgG2a no sangue de
camundongos isogénicos, 3 dias apos a infecgao. As subclasses de anticorpos 1gG no soro de cada 4
camundongos por grupo foram quantificadas indiretamente contra as proteinas antigénicas rSpaA e
rDnakK. (A) Quantificacdo indireta de IgG total. (B) Quantificacdo indireta de 1gG1. (C) Quantificacdo
indireta de 1gG2a. Os dados foram normalizados e representam a média de 4 animais. A diferenca
significativa dos grupos usando o teste ndo paramétrico One-way ANOVA foi representada por: *p <
0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001 e ****p < 0,0001.

4.9. Analise do Perfil das Células Sanguineas Periféricas ap6s Imunizacéo

O sangue de 4 camundongos de cada grupo foi analisado, no qual 100
células, subdivididas em células mononucleares, neutréfilos e eosinofilos foram
contadas. Com base nos dados obtidos, foi observada a diferenca no perfil das células

sanguineas presentes em cada grupo, em que podemos relatar que ndao houve
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diferenca significativa no numero de células mononucleares entre 0s grupos
vacinados, nem com o controle positivo. Porém, foi encontrada uma diferenca
significativa maior no nimero de células mononucleares do grupo imunizado com
rSpaA do que no grupo somente desafiado (G2) (Figura 24A). J4 na contagem de
neutroéfilos, um maior niumero significativo de células foi observado no grupo vacinado
com rDnaK em comparacdo com o controle negativo (Figura 24B). A contagem de
eosindfilos ndo apresentou diferenca estatisticamente significativa entre todos os
grupos (Figura 24C).
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Figura 24. Morfologia e contagem de leucé6citos no sangue de 4 camundongos isogénicos de
todos os 6 grupos, 3 dias apds a infec¢cdo. Os esfregagos foram preparados através de extensao
sanguinea e os leucdcitos foram diferenciados de acordo com suas variedades morfoldgicas e
guantidade no sangue periférico. (A) Morfologia e perfil das células mononucleares. (B) Morfologia e
perfil dos neutrdfilos. (C) Morfologia e perfil dos eosindfilos. *p < 0.05 indica a diferenca significativa

entre 0s grupos.
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4.10. Colonizacdo do Baco e Rim pela E. rhusiopathiae apés Imunizacdo de
Camundongos

Para avaliar a biodistribuicéo foram coletados os bacos devido a esse ser um
orgao do sistema linfatico, e os rins devido a alta eliminacéo da bactéria pela urina na
fase aguda da doenca.

Uma analise de biodistribuicdo de E. rhusiopathiae foi realizada nos bacos e
rins para avaliar a colonizacdo desses 6rgaos pela bactéria nos diferentes grupos
estudados. Quando os diferentes grupos foram comparados, o grupo G2, que foi
desafiado com as bactérias sem imunizacdo prévia, apresentou uma média de
aproximadamente 200 col6nias formadas nos rins (Figura 25A) e de 20 col6nias nos
bacos analisados (Figura 25B). O grupo imunizado com SUIVAC néo apresentou
crescimento de colbnias, enquanto o grupo rSpaA mostrou um crescimento minimo
de 1 a 2 colénias em ambos os 6rgdos. J4 os grupos vacinados com a mistura
rSpaA+rDnakK apresentaram crescimento médio de 50 colénias nos rins e 6 nos bacos,
e nos grupos vacinados somente com a rDnaK foram observados uma média de 20
colbnias formadas nos rins e 4 nos bagos analisados. Porém, a diminuig&o significativa
das colonias formadas nos bacos foi observada somente no controle positivo (G1),
nos grupos vacinados com a SUIVAC e vacinados com a rSpaA (G3 e G5) quando

comparadas ao grupo gue foi somente desafiado (G2) (Figura 25).
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Figura 25. Biodistribuicdo dos 6rgéos rins e bago de animais heterogéneos, 3 dias apds a

infeccdo com 4000 células de E. rhusiopathiae. (A) 100 pl da amostra macerada do rim foi plaqueada
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e diluida para 102 em 20 ml de meio LB sélido. (B) 100 pl da amostra macerada do baco foi diluida para
10! em 20 ml de meio LB solido. Os érgéos foram coletados de 3 animais de todos os seis grupos
testados. Os dados foram normalizados e a diferencga significativa dos grupos usando o teste néo

paramétrico One-way ANOVA foi representada por *p < 0,05.

4.11. Segunda Analise do Efeito Protetor das Proteinas Recombinantes Contra
a Erisipela

Para o ensaio de protecao contra a erisipela, durante um periodo de 14 dias,
foi monitorado o aparecimento de sintomas como febre, fraqueza, olhos fechados e
apatia em cada grupo. Os camundongos ndo vacinados e desafiados (grupo G2)
apresentaram os sintomas iniciais da doenca no terceiro dia apds o desafio, e todos
0S animais do grupo morreram no quinto dia. Enquanto os camundongos do grupo G2
morreram em até 5 dias, os do grupo G4, imunizados com as duas proteinas
recombinantes, apresentaram um atraso nos sintomas da doenca em 60% dos
camundongos, ou mesmo uma protecdo completa em 20% deles, que nao
apresentaram nenhum sintoma. O Grupo G5 (imunizado com rSpaA) mostrou um
efeito protetor para 80% dos camundongos (apenas 20% morreram). O Grupo G6
(imunizado com rDnaK) imunizou com sucesso 60% dos camundongos (40%
morreram); no entanto, o inicio dos sintomas em um animal foi adiado e sé foi
observado no oitavo dia apds o desafio (Figura 26). Todos os camundongos que
morreram mostraram fraqueza, postura encurvada, mobilidade reduzida, pelagem

comprometida (febre) e olhos parcialmente fechados de 1 a 2 dias antes da morte.
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Figura 26. Segunda curva de sobrevivéncia de camundongos. O tempo de sobrevivéncia dos

camundongos foi monitorado por 14 dias apds o desafio com 100 pl de 4000 células de E. rhusiopathiae

NCTC11002 (dia 0), as células foram inoculadas por via subcutédnea e o grupo Controle positivo

recebeu apenas PBS 1X. Na legenda, o Controle positivo ndo foi imunizado nem desafiado; o Controle

negativo apenas foi desafiado e os demais grupos representam o agente imunogénico utilizado em

camundongos que posteriormente também foram desafiados com as bactérias.
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5. DISCUSSAO

A busca por alvos imunogénicos que possam contribuir para o
desenvolvimento de vacinas tem levado a estudos inovadores e ferramentas para
identificar proteinas promissoras. Neste estudo, as proteinas SpaA e DnaK de E.
rhusiopathiae foram expressas em ClearColi para avaliar seu potencial como vacina
para o controle da erisipela suina, tanto separadamente quanto em conjunto para a
imunizacdo, em condi¢cbes que diminuem a contaminagédo das proteinas com LPS,
produzindo proteinas com melhor qualidade para a estimulagéo imunogénica.

A ClearColi, como a E. coli BL21 (DE3) comum, expressa proteinas utilizando
o sistema pET, como do vetor pET28a(+), e IPTG (analogo a lactose) como indutor da
expressdo a partir do promotor lac para expressédo da enzima T7 RNA polimerase
(STUDIER & MOFFATT, 1986), porém ndo produz as endotoxinas presentes na E.
coli, como o LPS.

Dessa forma, sabendo das limitagbes das vacinas celulares e das vacinas
comerciais atualmente existentes, direcionamos a investigagao para avaliar o perfil
das proteinas recombinantes produzidas em bactérias livre de LPS, ClearColi ™., e
como esse vetor de expressao poderia contribuir para a qualidade dessas proteinas.

As proteinas recombinantes expressas foram purificadas neste trabalho por
meio de IMAC, no qual a presenca da His-Tag expressa na regiao N-terminal da rDnaK
e na C-terminal da rSpaA aumentou a interagdo com o metal imobilizado, neste caso
o niquel. As moléculas de proteina adsorvidas foram eluidas por competicdo pelo
metal de espécies doadoras de elétrons como o imidazol ou por protonacdo dos
grupos de imidazol das histidinas na proteina adsorvida, devido a reducéo do pH do
tampéao de eluicdo (BRESOLIN et al., 2010). Esse ultimo método foi testado pois, sem
o imidazol normalmente utilizado para eluir as proteinas, ndo seria necessaria
posterior remocao desse reagente do inéculo contendo as proteinas recombinantes,
ja que é um produto toxico para ser inoculado em animais.

Apesar de passar pela purificagdo por IMAC, a rDnaK ainda apresentou
proteinas contaminantes de menor peso molecular, que s6 foram retiradas através da
SEC. Essa técnica consiste na separagdo das moléculas de acordo com o tamanho,

em que uma solucdo da amostra passa por uma coluna preenchida com um material
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poroso, se deslocando ao longo da coluna pelo solvente e retendo por mais tempo
moléculas de menor tamanho do que as maiores, que sdo eluidas da coluna mais
rapidamente (KOSTANSKI et al., 2004). Assim, foi possivel separar adequadamente
a rDnaK de outras proteinas contaminantes e aumentar sua pureza, melhorando
consequentemente sua capacidade de imunogenicidade.

Devido a rSpaA se encontrar insollvel e ser necessaria primeiramente estar
solubilizada para passar pela purificagcdo, foram testados dois agentes de
solubilizagéo, cloridrato de guanidina e uréia, porém a primeira foi toxica para os
camundongos. Ainda, Teramoto e colaboradores (1981) relataram que uma
concentracdo de até 2000 mg/kg de uréia administrada via oral em camundongos, nao
induziu sintomas de toxicidade. Por isso, somente a uréia foi usada para solubilizar a
rSpaA destinada aos ensaios de imunizacdo, sendo que para 0S Nossos testes
aproximadamente 36 mg de uréia foram inoculadas em cada camundongo (peso 20
g).

As rSpaA e rDnaK purificadas foram usadas para compor uma vacina de
subunidade. Segundo LILJEQVIST; STAHL (1999), esse tipo de vacina deve ser
formada por fracBes purificadas de um patégeno, como proteinas capazes de induzir
uma resposta imune, sendo segura para uso desde que os métodos de extracao
resultem em um produto puro e isento de toxicidade.

Na literatura, varios autores utilizaram diferentes vias de administracéo,
nameros de doses e quantidades de proteina para a imunizacdo de camundongos
contra diferentes doencas. Yang et al. (2017) utilizaram 30 pg de proteinas
recombinantes totais, inoculadas intramuscularmente, para constituir uma vacina
contra pneumonia em camundongos com queimaduras. Kim et al. (2018) testaram
uma vacina contra Mycobacterium tuberculosis composta por 10 pg de proteinas
totais, administradas em 3 doses pela via subcutanea.

Para a erisipela suina, também ha relatos de imunizacdo de camundongos
utilizando proteinas de E. rhusiopathiae, como CbpB (SHI et al., 2013), uma GAPDH
(ZHU et al., 2018) e a proteina de superficie SpaA. Imada et al. (1999) e To & Nagai
(2007) testaram, respectivamente, 50 ug e 40 ug da proteina SpaA em seus ensaios
de imunizacdao, todos utilizando a via de administragéo subcutanea. Borrathybay et al.

(2015) utilizaram 100 pg de proteina SpaA (por via subcutanea) para analisar o grau
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de imunizacdo dessa proteina. Assim, para o primeiro ensaio de imunizacéo, cada
camundongo nos grupos de teste foi inoculado via subcutdnea com 40 pg de proteinas
totais, e no segundo ensaio os animais foram imunizados com 100 pg de proteinas
recombinantes, administradas via intramuscular. Para que a protecao fornecida pelas
proteinas fosse avaliada contra uma alta dose de infeccédo, o desafio foi realizado com
4000 células da bactéria, tanto para o primeiro quanto para o segundo ensaio de
imunizacao, uma vez que a DLso corresponde a 1000 células.

A imunidade humoral e celular desempenha um papel importante na defesa
do hospedeiro contra a infeccdo por E. rhusiopathiae, mas a imunidade humoral
desempenha um papel critico, ja que o tratamento com soro antiespecifico oferece
controle da doenca (YOKOMIZO & ISAYAMA, 1972). No Japéo, a rSpaA ja é utilizada
como vacina de subunidade para suinos sob 0s nomes comerciais
SUIMMUGEN®rART2/ER (KM Biologics Co., Ltd.) e Swivac ERA (Kyoritsu Seiyaku
Corp.) (OPRIESSNIG et al., 2020), porém ainda ndo existe uma vacina totalmente
protetora para a erisipela suina. Portanto, neste trabalho, uma das primeiras
caracteristicas avaliadas foi a indu¢cdo de anticorpos especificos de IgG para rSpaA e
rDnaK no modelo murino de erisipela.

Tanto no primeiro, quanto no segundo experimento de imunizacdo, um titulo
mais elevado de IgG contra as proteinas recombinantes foi detectado no soro dos
camundongos inoculados com as proteinas recombinantes, em comparacdo com 0s
controles. Isso indica que as proteinas rSpaA e rDnaK purificadas foram
imunogénicas, gerando uma resposta imune especifica do tipo humoral. Esses dados
corroboram o estudo de Cheun et al. (2004) e Camillo (2015), que mostraram uma
alta producao de anticorpos IgG contra a proteina rSpaA no soro de camundongos
imunizados com a proteina SpaA carregada em um vetor vivo Lactococcus lactis ou
como proteina purificada e inoculada via intramuscular, respectivamente. Shimoiji et
al. (2002a) também relataram uma alta producao de anticorpos IgG anti-rSpaA no soro
de porcos imunizados com duas doses de uma cepa atenuada de E. rhusiopathiae,
em comparagao com o soro de porcos imunizados com apenas uma dose, e também
no soro de porcos ndo imunizados.

Outros estudos relataram a atividade imunogenica e protetora da DnaK em

outras bactérias, como os trabalhos de Delpino et al. (2007) e Hu et al. (2012), que
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demonstraram a o0 aumento da producdo de anticorpos e acao protetora de vacinas
bivalentes, compostas com DnaK de Brucella sp e Edwardsiella tarda, contra as
doencas respectivas causadas por esses microorganismos.

O aumento de IgG especifico contra as proteinas rSpaA e rDnaK indica que
elas foram antigénicas, enquanto uma mudanca na classe de IgG para IgG1 ou IgG2a
pode indicar que cada proteina induziu a resposta imune dos animais de maneiras
diferentes. Podemos relacionar os niveis relativos das subclasses de IgG ao padrédo
na resposta imune dos linfocitos T, Thl ou Th2, e as interleucinas produzidas pelos
camundongos desafiados. A mudanca para IgG1 é induzida pela interleucina IL-4, que
também inibe a mudanca para 1gG2a, e € responsavel por estimular uma resposta
humoral (Th2), onde h& prevaléncia de IgG1. A mudanca para lgG2a e a inibicdo da
mudanca de subclassse para IgG1 séo estimuladas pelo interferon-gama (IFN-y), que
também é responsavel por induzir uma resposta imune mediada por células (Thl)
(SNAPPER & PAUL, 1987; STEVENS et al., 1988).

Analisando diferentes subclasses de anticorpos, IgG1l e IgG2a, a rDnaK
induziu niveis mais altos de IgG1, que é a subclassse mais abundante e normalmente
esta relacionada a respostas a virus, proteinas solGveis e antigenos de membrana,
engquanto a rSpaA estimulou um nivel mais alto de IgG2a, responsavel por respostas
contra polissacarideos capsulares bacterianos e, menos frequentemente, contra
antigenos proteicos (FERRANTE et al., 1990; VIDARSSON et al., 2014). Entender o
perfil de imunogenicidade é fundamental para o sucesso de uma vacina, ja que um
maior producao de anticorpos neutralizantes sdo na maioria um efeito da resposta tipo
Th2.

No entanto, para uma doenca infecciosa, além da imunidade Th2 que é mais
humoral, também é importante uma ativacado celular efetora mais regulada pela
resposta imune Thl. Um fator de viruléncia de E. rhusiopathiae esta associado a
resisténcia a fagocitose por neutréfilos e macréfagos, e essa habilidade esta
intimamente relacionada a presenca de uma capsula de polissacarideo em sua
superficie celular (TIMONEY, 1970a; SHIMOJI et al., 1994; SHIMOJI et al., 1996).
Portanto, foi analisado como as vacinas testadas modularam o sistema imunolégico

dos camundongos vacinados.
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A rSpaA proporcionou uma maior quantidade de células mononucleadas
(mondécitos e linfocitos) quando comparada com camundongos desafiados e nao
imunizados. Esses mondcitos sdo responsaveis pela fagocitose das bactérias
invasoras, e os linfocitos formam anticorpos e células de memaria necessarias para a
constituicdo da imunidade adaptativa e consequentemente de uma resposta imune
mais rapida (SHIMOJI, 2000). A proteina rDnaK proporcionou um aumento nos
neutréfilos no sangue periférico dos animais imunizados, também quando
comparados com camundongos desafiados e ndo imunizados, sendo os neutréfilos
responsaveis pela fagocitose de patdgenos, assim como 0S monocitos, mas eles
permanecem circulando no sangue por um curto periodo de tempo e induzem uma
resposta imune mais lenta devido a ndo formarem células de memoria (SHIMOJI,
2000).

A biodistribuicéo de E. rhusiopathiae no baco e rim direito dos camundongos
confirmou que as proteinas rSpaA e rDnaK ajudaram o sistema imunoldgico a prevenir
a proliferacdo das bactérias nesses érgaos, mas rSpaA foi mais eficiente, pois inibiu
a proliferacdo das bactérias no rim e no bago, uma vez que somente 1 ou 2 UFCs
foram observadas nas placas dos 6rgdos macerados. Também neste experimento, as
proteinas recombinantes foram mais eficazes quando inoculadas separadamente,
visto que os camundongos vacinados com as proteinas usadas em conjunto
(rSpaA+rDnaK) mostraram um maior numero de coldnias que cresceram e foram
distribuidas nos 6rgéos analisados.

Uma analise também foi realizada para verificar a atividade protetora das
proteinas rSpaA, rDnaK e rSpaA+rDnaK. Nos grupos testados do segundo ensaio, a
proteina rSpaA proporcionou maior protecdo aos camundongos quando comparada
com rDnaK e com as duas proteinas juntas (rSpaA+rDnakK), protegendo 80% dos
animais contra a erisipela. Isso indica que SpaA é uma proteina promissora para a
composicdo de uma vacina de subunidade, como ja relatado nos trabalhos de To &
Nagai (2007); Borrathybay (2015) e Zhu (2018), nos quais SpaA promoveu 100% de
protecdo de camundongos desafiados com E. rhusiopathiae.

Além disso, as duas proteinas quando inoculadas juntas (rSpaA+rDnaK)
forneceram o menor efeito protetor analisado neste trabalho, protegendo apenas 20%

dos camundongos, corroborando com os dados da curva de sobrevivencia do primeiro
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ensaio, no qual sobreviveram aproximadamente 33.33% dos animais. Por outro lado,
a rDnaK induziu um efeito protetor parcial protegendo 60% dos camundongos, mas
também retardou o inicio dos sintomas da doenca e a morte dos animais, mostrando
que protegeu mais quando foi utilizada separadamente do que quando as duas
proteinas foram usadas em conjunto.

Embora a imunidade humoral seja muito importante para a defesa do
hospedeiro, a fagocitose por mononucleados também desempenha um papel
fundamental na eliminacdo de E. rhusiopathiae (TIMONEY, 1970a; b). Também
podemos observar nesse trabalho a importancia tanto da imunidade celular quanto da
humoral, uma vez que a proteina que estimulou mais mononucleados, rSpaA,
apresentou uma resposta imune mais rapida, um maior percentual de animais
protegidos e uma menor quantidade de UFC isoladas do rim e bago, em comparacgao
com rDnakK.

Esses dados corroboram a maior quantidade de IgG2a induzida por rSpaA, o
gue sugere uma maior estimulacao da resposta Thl do que a por rDnakK, ativando a
resposta celular e estimulando macrofagos, e outras ceélulas fagocitarias para o
controle da infeccdo. Ou ainda, devido a estimulacdo de uma resposta Thl induzida
pela rSpaA, houve a ativacao de linfocitos T citotoxicos necessarios para a eliminacao
da bacteria devido a sua resisténcia a fagocitose dentro dos macréfagos (SHIMOJI et
al., 1996; OSTERLOH, 2022), impedindo sua propagagao no organismo.

Ainda, quando comparamos a imunizagdo com as proteinas recombinantes
com a vacina comercial (celular), podemos observar que o0s resultados da
biodistribuicdo dos 6rgaos, do perfil de células sanguines periféricas e da curva de
sobrevivencia apresentados somente pela rSpaA, foram 0s que mais se aproximaram
dos resultados obtidos com a vacina de referencia SUIVAC ERY- IN nesses mesmos

experimentos, a qual teve a maior porcentagem de protecdo nos experimentos.
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6. CONCLUSAO

A atividade protetora da proteina rSpaA ja € mencionada na literatura e foi
corroborada nos nossos experimentos.

Foi demonstrado neste trabalho que a proteina DnaK de E. rhusiopathiae
possui atividade imunogénica, induzindo a producao de anticorpos IgG especificos em
camundongos. E importante enfatizar que a caracterizagcdo protetora de rDnaK foi
realizada pela primeira vez neste estudo, a qual retardou o inicio dos sintomas e
protegeu completamente 60% dos animais vacinados e desafiados, provando ser uma
nova proteina promissora para a constituicdo de uma vacina de subunidade contra E.
rhusiopathiae.

As proteinas rSpaA e rDnaK foram mais eficazes como vacina quando usadas
separadamente do que em conjunto, indicando que uma nao potencializa o efeito
protetor da outra, sendo necessario o reajuste da concentracdo das duas proteinas
guando aplicadas em conjunto (aumentar a concentracdo de rSpaA e diminuir a de
rDnakK) para que o efeito protetor possa melhorar. E ainda que a vacina comercial
tenha obtido uma maior porcentagem de protecdo dos camundongos, o0s resultados
com apenas as duas proteinas recombinantes foram promissores quando 0s
comparamos com uma vacina celular que proporciona varios antigenos diferentes
estimulando o sistema inume.

Assim, este estudo demonstra que a imunidade protetora eficaz contra E.
rhusiopathiae € um conjunto de eventos que ocorrem durante o processo de
apresentacdo de antigenos, células efetoras contra antigenos e producdo de

anticorpos capazes de controlar a infeccéo.
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