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RESUMO

ROMAGNOLLI, Vinicius dos Santos, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de
2023. Desenvolvimento de um candidato vacinal contra Brachyspira spp. e uso
de filtros moleculares como estratégias para o controle de doengas em suinos.
Orientador: Tiago Antonio de Oliveira Mendes.

Doencgas de origem infecciosa sdao um grande problema na criagcdo de suinos no
mundo, sedo causa de prejuizos econdmicos, devido a mortalidade e morbidade
causadas nos animais. Dentre essas doencgas, destaca-se a disenteria suina, causada
pela infecgao por Brachyspira spp, patégeno para o qual ndo existe vacina comercial
e cujo tratamento é feito por antibioticoterapia. O uso inadequado desse tipo de
tratamento aumenta os riscos de selecdo de cepas bacterianas resistentes a
antibidticos e, quando os dejetos da produgao s& descartados no ambiente, essas
cepas podem contaminar o ecossistema. Diante disso, uma formulagao vacinal contra
Brachyspira spp e uma tecnologia de desinfec¢cao de agua de baixo custo e de alta
eficiéncia se fazem necessarias. Um antigeno vacinal (rBrac) foi construido a partir da
selecao de epitopos de células T CD8* e T CD4" identificados por imunoinformatica e
clonado em vetor de expressao em bactérias. Posteriormente, o gene foi expresso,
purificado e encapsulado em nanocapsulas de polimero poli(acido latico-co-acido
glicélico) (PLGA), com o objetivo de aumentar a estabilidade para administragao oral
e a resposta imunoldgica induzida pelo antigeno quimeérico construido. Além disso,
uma membrana de celulose também foi modificada por hidroxilagdo e aminagao com
0 objetivo de aumentar a interagcdo com a superficie de células bacterianas e realizar
a desinfecgcado da aguas residuarias de granjas suinas. A eficiéncia da modificacdo
quimica foi validada por abordagens fisico-quimicas e teste microbiolégicos de
crescimento de cultura em placas de Petri foram realizados para verificar a eficiéncia
de remocado de bactérias por adsorg¢ao incluida em um filtro com sistema de

desinfecg¢ao por luz ultravioleta.

Palavras-chave: Antigeno vacinal. Brachyspira spp. PLGA. Desinfeccao.



ABSTRACT

ROMAGNOLI, Vinicius dos Santos, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July,
2023. Development of a vaccine candidate against Brachyspira spp. and use of
molecular filters as strategies for disease control in pigs. Adviser: Tiago Anténio
de Oliveira Mendes.

Diseases of infectious origin are a major problem in pig farming in the world, causing
economic losses due to mortality and morbidity caused in animals. Among these
diseases, swine dysentery stands out, caused by infection by Brachyspira spp, a
pathogen for which there is no commercial vaccine and whose treatment is done by
antibiotic therapy. Inappropriate use of this type of treatment increases the risks of
selection of antibiotic-resistant bacterial strains, and when healthy production waste is
discarded into the environment, these strains can contaminate the ecosystem.
Therefore, a vaccine formulation against Brachyspira spp and a low-cost and high-
efficiency water disinfection technology are necessary. A vaccine antigen (rBrac) was
constructed from the selection of CD8* and CD4* T cell epitopes identified by
immunoinformatics and cloned into an expression vector in bacteria. Subsequently, the
gene was expressed, purified and encapsulated in poly(lactic acid-co-glycolic acid)
(PLGA) polymer nanocapsules, with the aim of increasing stability for oral
administration and the immune response induced by the chimeric antigen constructed.
In addition, a cellulose membrane was also modified by hydroxylation and amination
in order to increase the interaction with the surface of bacterial cells and perform the
disinfection of wastewater from pig farms. The efficiency of the chemical modification
was validated by physicochemical approaches and microbiological test of culture
growth in petri dishes were performed to verify the efficiency of removal of bacteria by

adsorption included in a filter with ultraviolet light disinfection system.

Keywords: Vaccine antigen. Brachyspira spp. PLGA. Disinfection.
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1. INTRODUGAO

A criagdo de suinos movimenta bilhées de dolares na economia mundial todos
os anos, sendo um componente-chave no PIB de poténcias econdmicas, como Unido
Europeia, China e Brasil (FAO, 2017). Com escalas de produgédo tdo grandes, é
imprescindivel que haja equilibrio entre o bem-estar animal e produg&o 6tima dentro
da capacidade disponivel. Nesse sentido, as doencas infecciosas sdo um dos
principais fatores que interferem na criagcdo dos animais e, por consequéncia, sao
causas de prejuizo econdmico na cadeia de produgdo de carne suina no Brasil e no
mundo (VANDERWAAL; DEEN, 2018).

As doencas infecciosas mais comuns em suinos estao relacionadas a virus e
bactérias, causando doengas respiratorias e gastrointestinais (DESROSIERS, 2011).
Dentro da categoria de doengas gastrointestinais, destaca-se a infeccao por
Brachyspira spp, patdégeno causador da disenteria suina, doenga contagiosa,
transmitida via fecal-oral por animais contaminados ou por contato com fezes de
vetores da bactéria, como roedores, baratas e aves silvestres (ALVAREZ-ORDONEZ
et al., 2013; BURROUGH, 2017).

Atualmente, a forma de controle para essa infecgao € baseada em utilizagao
de antibiéticos (STUBBERFIELD et al., 2021). O uso frequente e inadequado da
antibioticoterapia pode gerar, a médio e longo prazo, selegéo de cepas bacterianas
resistentes, que é um grande desafio para o manejo da saude animal e para o
equilibrio ambiental (AARESTRUP; WEGENER; COLLIGNON, 2008).

Em relagdo ao manejo animal, a resisténcia bacteriana diminui a eficiéncia dos
antibiodticos utilizados no tratamento das infecgdes, aumentando a transmissdo do
patdégeno, a morbidade e a mortalidade dos animais, gerando mais prejuizos aos
produtores, além de poder ser disseminada para seres humanos por meio da cadeia
alimentar (SULTAN et al., 2018). Ao mesmo tempo, a produgao de suinos em larga
escala gera alta quantidade de dejetos descartados na natureza. Esse fator, aliado ao
problema da resisténcia bacteriana a antibioticos, pode gerar um desequilibrio

profundo no ecossistema,
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aumentando o numero de cepas resistentes aos tratamentos disponiveis atualmente,
podendo gerar inclusive problemas de saude publica (LARSSON; FLACH, 2022).

Para reduzir a utilizagédo de antibiéticos, formas de controle de infecgao a partir
da imunizacdo dos animais sao importantes. Nesse sentido, a utilizagado de vacinas
de proteinas recombinantes para indugdo de memoria imunoldgica é promissora,
devido a sua segurancga e efetividade contra patégenos especificos (FAVARO et al.,
2022). Concomitante a isso, deve- se ter como objetivo a diminuicdo de descarte de
rejeitos organicos contaminados advindos da produgdo no meio ambiente. Para esse
tipo de controle, tecnologias de desinfecgdo por adsor¢do sao emergentes no
tratamento desses descartes, podendo atuar também prevenindo o surgimento de
bactérias resistentes (KIM et al., 2022; WANG et al., 2017).
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Infecgao por Brachyspira spp.

As doencas infecciosas sao responsaveis por grande parte dos prejuizos na
cadeia de producao de suinos para alimentacado e reproducéo (FAO, 2017). Essas
doengas geralmente acometem o trato respiratério e trato gastrointestinal dos suinos,
apresentando uma expressiva variedade de patégenos (DESROSIERS, 2011). Dentre
os causadores de doengas entéricas, destaca-se a Brachyspira spp., causadora da
disenteria suina (BURROUGH, 2017; LA et al., 2016).

Brachyspira é um género de bactérias gram-negativas anaerdbicas
obrigatérias, em formato de espiroqueta, pertencentes ao filo Spirochaetota, classe
Spirochaetia, ordem Brachyspirales, familia Brachyspiraceae que infectam as células
intestinais de suinos, aves e humanos (HOVIND-HOUGEN et al., 1982). Algumas
especies desse género de bactérias sdo as principais causadoras da disenteria suina,
uma doencga intestinal muco hemorragica que causa impactos na produgao. Os
sintomas dessa doenca interferem no ganho de peso dos animais e no indice de
conversao alimentar, resultando em um desempenho abaixo da capacidade real de
producdo (ALVAREZ-ORDONEZ et al., 2013).

As principais espécies relacionadas a disenteria suina sdo B. hyodysenteriae e
B. hampsonii, sendo prevalentes em varios paises do mundo, de diferentes
continentes, incluindo Australia, Italia, Alemanha e Brasil (JOERLING et al., 2018; LA
et al., 2019; RUGNA et al., 2015; SATO et al., 2022). E considerada uma infeccao
frequente, pela detecgcdo em diversos locais e em grande numero de animais,
sintomaticos ou assintomaticos, a partir de exames de detecgao de rotina (JOERLING
et al., 2018).

A infecgao de suinos por Brachyspira spp. ocorre por via oral-fecal, a partir do
contato de animais saudaveis com fezes de animais infectados que compartilham a
mesma area de permanéncia (PARRA-AGUIRRE et al., 2022). A epidemiologia do
patdogeno €& agravada, elevando o potencial de disseminagdo devido ao
comportamento coprofagico que os suinos podem apresentar, especialmente animais
mais jovens (SOAVE; BRAND, 1991). A partir desse contato continuo com as fezes, a

transmissdao do patégeno aumenta para um numero maior de animais e,
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consequentemente, contribuindo para a transmissédo e disseminagdo do patogeno,
gerando um circulo continuo de infeccdo. O patégeno, mesmo sendo anaerébico
obrigatério, consegue permanecer em contato com a atmosfera por um periodo
variavel entre um dia e uma semana a 25°C, quando em contato com fezes suinas, o
que agrava o problema da alta taxa de contagio (ALVAREZ-ORDONEZ et al., 2013).

Apoés entrar em contato com o suino hospedeiro, o patégeno utiliza de
mecanismos celulares e moleculares para efetuar a infecgao. Os principais fatores de
viruléncia relacionados a Brachyspira spp. sao proteases, lipopolissacarideos e
hemolisina, expressos pela bactéria (JOERLING et al., 2020; QUINTANA- HAYASHI
et al., 2023). Assim que entra em contato com a luz intestinal, mais especificamente
no ileo, colon e ceco, o patdgeno expressa as moléculas de viruléncia e invade os
enterdcitos, desencadeando uma cascata de sinalizagao pro-inflamatoria e causando
perturbagdo na homeostase do tecido local, como o recrutamento de leucdcitos,
destruicdo da borda em escova intestinal e formagao de pontos necroéticos no tecido
(Figura 1) (COSTA et al., 2017; QUINTANA-HAYASHI et al., 2023).

Figura 1. Analise histologica de tecido intestinal com pontos de necrose tecidual por
consequéncia de infecgado por B. hampsonii. A: tecido intestinal ndo infectado com B.
hampsonii. B: tecido intestinal infectado com B. Hampsonii. Setas pretas indicam
espessura de muco na luz intestinal. Setas verdes indicam pontos de necrose tecidual.
Fonte: Costa, 2017.

Um dos desafios relacionados a disenteria suina € a semelhanca dos sintomas
com outras infeccbes de trato gastrointestinal, o que dificulta o manejo e torna
necessario realizar testes diagndsticos recorrentes para identificar animais infectados
(BURROUGH, 2017). Além disso, ndo ha vacinas comerciais para controle desse
patégeno, dificultando o controle da doenga quando ndo ha diagnéstico adequado
(HOLDEN; COLOE; SMOOKER, 2008; LEE et al., 2000).
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2.2. Controle e tratamento

O controle adequado das doencas infecciosas é essencial para a manutengcao
da producédo e do bem-estar animal. Esse controle depende de rastreios periddicos
para deteccdo e manejo, ambiental e medicamentoso, de animais diagnosticados, a
fim de evitar surtos da doenga nos criadouros (HAMPSON; LA; PHILLIPS, 2015; LA;
HAMPSON, 2001). Dentro do controle ambiental, € importante o controle de potenciais
transmissores, como roedores e baratas, a partir de medidas de higiene, como
limpeza periédica dos criadouros e dedetizacdo. Além disso, € importante o
isolamento de animais infectados em baias separadas, para diminuicdo da
transmissao direta por via oral-fecal (DESROSIERS, 2011; ZEEH; VIDONDO;
NATHUES, 2020).

Atualmente, o controle por tratamento medicamentoso € baseado em
antibioticoterapia, com uso tanto para tratamento de animais infectados quanto com
dosagens regulares como medida profilatica contra a infecgéo (ALVAREZ-ORDONEZ
etal., 2013). Na Tabela 1 estao descritos os antibidticos mais utilizados contra infecgao

por Brachyspira spp.
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Tabela 1: Antibioticos utilizados para tratamento e prevengdo da disenteria suina.

Fonte: Alvarez-Ordofiez et al., 2013.

D Dosage in Dosage in Point mutations associated to Wild type MIC  Clinical MIC
ru
i SD treatment " SD prevention decreased susceptibility cutoff values ©  breakpoint *
Im: 10 mg/kg bw for 1-3 days 238 rRNA gene position 2058 and 2032
Po: 8 mg/kg bw for 5-7 days i ; L . :
. . g = _“ ) g In feed medication: L3 ribosomal protein gene 148 - .
Tiamulin drinking water =0.25 pg/mL =2 png/mL
oL ; 30-40 ppm
In feed medication: 100 ppm for
7-10 days
. In feed medication: 3—4 ma/ke bw In feed medication: 238 rRNA gene position 2058 and 2032 _ )
Valnemulin : e e e IR : ks pu. : _L =0.125 pg/mL =5 ng/mL
for 1-4 weeks 25 ppm L3 ribosomal protein gene position 149
lm: 10 mg/kg bw for 3-5 days
Tylosin Po: 5-10 mg/kg bw in drinking - 235 rRNA gene position 2058 =16 pg/mL =32 pg/mL
water for 57 days
In feed medication: 4.25 mg/kg bw  In feed medication:
Tylvalosin niee 111&3. reanon MERE W nfeecme _IL‘J on 238 rRNA gene position 2058 and 2059 =] pg/mL =32 pg/mL
for 10-14 days 2125 mgkg bw T
Po: 8 mg/kg bw in drinking water
for 1 te 10 days ; i Z
) . o 5 ) In feed medication: 238 rRNA gene position 2058, 2059 ) ) . ,
Lincomycin  In feed medication: 100 ppm until =1 pg/mL =36 pg/ml

clinical signs disappear followed
by 40 ppm

44 ppm

and 2032

A resisténcia a antibidticos € um problema biolégico que se refere ao

surgimento de cepas bacterianas resistentes ao tratamento com antibioticoterapia no
ambito da saude animal e saude humana (HUEMER et al., 2020; SULTAN et al., 2018).

Esse problema é derivado de uma rede complexa de interagcdes entre diversos fatores

ambientais, de producéao de alimentos e tratamento de doencgas (Figura 2), interagindo

uns com 0s outros em maior ou menor grau, dependendo da condi¢ao de cada local
ou ambiente especifico (DAVIES; DAVIES, 2010).
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Figura 2. Rede de fatores relacionados a resisténcia microbiana a antibiéticos.
Fonte: Davies e Davies, 2010.

Um importante fator para o desenvolvimento desse problema no campo da
produgao animal é a utilizagc&o indiscriminada e inadequada de antibiéticos diversos
contra doengas de origem infecciosa. Nesse sentido, a vacinagdo € uma forma eficaz
de prevenir a ocorréncia de doencas infecciosas em animais (YAN, Z. et al, 2023). As
vacinas sao formuladas para estimular a produgao de anticorpos no organismo do
animal, que ajudam a protegé-lo contra infeccbes. Existem diversas vacinas
disponiveis para diferentes tipos de doengas infecciosas (WOODWORTH, J. S,
2021).

2.3. Tecnologia de producgao de vacinas

Apesar de os diversos métodos de prevencado de doencgas infecciosas baseados
em manejo, como higiene constante de criadouros, combate a vetores, investimento
em rastreio e diagndstico e isolamento de animais infectados, ainda é necessario o
controle das infecgdes por meio de estimulo a respostas imunolégicas de memoria,
advindas da vacinagao (DESROSIERS, 2011; VANDERWAAL,; DEEN, 2018). Com o
desenvolvimento da biotecnologia e da ciéncia na area da saude humana e animal,

junto do desenvolvimento de formas de manipulagdo de organismos vivos, diferentes
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tipos de vacina foram criados, para diferentes formas de infecgdo (FRANCIS, 2018;
RAUCH et al., 2018).

A tecnologia no desenvolvimento de vacinas tem evoluido rapidamente nos
ultimos anos, intimamente ligado ao avango nas técnicas de manipulagdo de
macromoléculas e organismos vivos. Dentre os tipos de vacinas desenvolvidas e
frequentemente utilizada na saude animal, destacam-se as vacinas atenuadas,
inativadas e vacinas de subunidades (BRISSE et al., 2020; MINOR, 2015; RAUCH et
al., 2018; VERCH; TRAUSCH; SHANK-RETZLAFF, 2018).

As vacinas atenuadas consistem em uma formulacao vacinal contendo algum
adjuvante adicionado do patdégeno de interesse vivo, porém incapaz de causar a
doenga em questao no organismo a ser imunizado (MINOR, 2015). Alguns exemplos
na medicina veterinaria sdo as vacinas contra cinomose em caes e contra enteropatia
proliferativa em suinos (JACOBS et al., 2019; NGUYEN et al., 2012). As vacinas
inativadas, ao contrario, sao formuladas com o patégeno destruido, utilizando assim
sua composi¢cao quimica para utilizagcdo como antigeno vacinal, como nas vacinas
contra febre aftosa e raiva (DIAZ-SAN SEGUNDO et al., 2017; KAUR et al., 2015).

As vacinas utilizando a estrutura celular do patdégeno de interesse, como as
atenuadas e inativadas, podem apresentar eficiéncia reduzida no estimulo a resposta
imunologica de memdria especifica, devido a inoculagdo de uma quantidade grande
e variada de epitopos e moléculas antigénicas. Além disso, esse tipo de vacina
apresenta um maior potencial de gerar efeitos adversos no animal imunizado, como
febre, lesdo cuténea, apatia e dor, devido a presenga do organismo patogénico na
formulagéo (BRISSE et al., 2020; FRANCIS, 2018; MINOR, 2015; RAUCH et al., 2018;
VERCH; TRAUSCH; SHANK-RETZLAFF, 2018). Nesse sentido, as vacinas de
subunidades representam um avango na tecnologia de desenvolvimento e produgao

de vacinas para uso veterinario.

As vacinas de subunidades sédo formulag¢des produzidas com subunidades de
macromoléculas presentes no patégeno, como proteinas, lipopolissacarideos e DNA.
A obtencgao desses antigenos advém de técnicas de identificagao, purificacdo a partir
do organismo de interesse ou produgdo em escala industrial a partir de utilizagao de
engenharia genética (CHEN et al., 2023; KARCH; BURKHARD, 2016). Por ndo haver

nas formulagdes o organismo patogénico, as vacinas de subunidades apresentam
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uma tendéncia a gerar menos efeitos adversos ao animal imunizado, sendo
consideradas potencialmente mais seguras (CHEN et al., 2023). Pode-se dividir esse

tipo de vacina em dois grupos: vacinas recombinantes e vacinas quiméricas.

As vacinas recombinantes sdo vacinas compostas de antigeno selecionado do
patogeno de interesse e inserido em um vetor viral ou bacteriano seguro para a
espécie-alvo (FAVARO et al., 2022). Assim, o vetor, apés administragéo, tem a
capacidade de sintese da proteina selecionada, estimulando assim o sistema
imunolégico do animal (CHEN et al., 2023). Um exemplo de vacina recombinante
utilizada na veterinaria é a vacina contra leishmaniose para caes (DE BRITO et al.,
2018).

Ja as vacinas quiméricas sao compostas de um antigeno sintético, formado
pela juncado de varias por¢cdes de antigenos naturais diferentes (LIN et al., 2016).
Essas por¢des, denominadas epitopos, sdo selecionadas a partir de analises de
bioinformatica, que predizem a maior probabilidade daquele fragmento gerar uma
resposta imunoldgica celular e/ou humoral (AIMAN et al., 2022; ANUGRAHA et al.,
2015; LIN et al., 2016). Assim como a vacina recombinante, a vacina quimérica é
considerada segura por nao utilizar o patégeno em sua formulagao. Além disso, a
tendéncia é de uma maior efetividade em gerar uma resposta imunolégica de meméria
adequada, devido ao fato de, em sua composicdo, haver apenas os melhores

epitopos, selecionados anteriormente (AIMAN et al., 2022; LIN et al., 2016).

A produgao de vacinas recombinantes apresentam a vantagem de poderem ser
expressas em diversas plataformas de expressao heteréloga de alto rendimento de
proteinas, como bactérias, algas e células de mamiferos (HUNTER et al., 2019; JIA;
JEON, 2016; KARBALAEI; REZAEE; FARSIANI, 2020). Cada sistema apresenta suas
caracteristicas, vantagens e desvantagens proprias. Nesse sentido, a selegcao da
plataforma depende das caracteristicas e complexidade de cada antigeno
(KARBALAEI; REZAEE; FARSIANI, 2020).
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2.4. Nanoparticulas de PLGA

Um dos pontos criticos no desenvolvimento e producdo de vacinas é
relacionado a forma de entrega da do antigeno de interesse, sendo as principais
formas de administracado das formulagées sao por via intramuscular, subcuténea e oral
(ZHANG; WANG; WANG, 2015). Cada forma de administracdo apresenta vantagens
e desvantagens, que dependem de fatores como facilidade e seguranca. Nesse
sentido, a vacinagdo por via oral tém ganhado espago no mercado atualmente
(CREIGHTON; WOODROW, 2019; ZHENG et al., 2018).

A vacinacgao oral apresenta varios desafios (figura 3) em relacao a estabilidade
e eficacia do candidato vacinal, devido ao grande niumero de obstaculos encontrados
no trato gastrointestinal do animal, como presenca de diversas proteases, muco e
variagdes bruscas de pH (VELA RAMIREZ; SHARPE; PEPPAS, 2017). O contato do
antigeno vacinal administrado com diversos tipos de moléculas e condigbes pode
diminuir sua eficiéncia, fazendo-se necessario o desenvolvimento de mecanismos de
protecdo ao antigeno para aumento de estabilidade, como utilizacdo de
nanoparticulas de polimeros resistentes ao fatores descritos (AMIN; BOATENG,
2023).

Nanoparticulas sao capsulas com dimensao variando entre 2nm até 10um,
formadas de polimeros que apresentam natureza hidrofdbica e capacidade de
envolver o antigeno de interesse, aumentando sua estabilidade (ALLAHYARI; MOHIT,
2016). Nesse sentido, o PLGA (poli(acido latico-co-acido glicdlico)) se mostra uma
opcao relativamente facil e barata de se utilizar, além de ser eficiente na estabilizagcao
da formulagao vacinal (AMIN; BOATENG, 2023; GU et al., 2019).

O PLGA (figura 3) pode ser encontrado de varias formas no mercado para
sintetizar as nanoparticulas. Sua composigao varia em relagéo a proporgao de acido
latico e acido glicdlico, variando, por consequéncia, suas propriedades quimicas. Ha
uma maior taxa de degradagao com a proporgao dos dois acidos a 50:50, com essa
taxa diminuindo com o aumento da proporg¢ao de acido latico, como 75:25 ou 85:15
(HUA et al., 2021).
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Figura 3. Monémeros e estrutura do PLGA. Fonte: Hua et al., 2021.

O PLGA funciona como protetor para o antigeno vacinal por ser resistente ao
suco gastrico. Sua natureza acida faz com que, em contato com o pH acido estomacal,
permaneca protonado e com a estrutura intacta. Assim que entra em contato com o
pH alcalino do intestino delgado, a nanocapsula se ioniza a partir de uma reagao
acido-base, formando sal soluvel em agua e liberando o antigeno de interesse (DING;
ZHU, 2018). Além de utilizado como sistema de entrega, o PLGA também apresenta
funcdo de adjuvante quando associado com antigeno vacinal, aumentando resposta
humoral e celular, em especial Th1, com aumento de endocitose por células

apresentadoras de antigeno (GU et al., 2020).

2.5. Tecnologia de desinfecgao por adsorgao

A incidéncia de doengas transmitidas pela agua esta principalmente
relacionada com a qualidade da agua potavel disponivel para consumo, uma vez que
estas infecgdes ocorrem por ingestdo ou contato com agua contaminada por
microrganismos patogénicos, incluindo bactérias, virus, protozoarios e parasitas
(LECLERC; SCHWARTZBROD; DEI-CAS, 2002). Se tratando de producéo animal, é
comum o descarte de dejetos produzidos nos locais de criagdo no ecossistema local,

como rios, corregos e solo (AGGA et al., 2022).

As formas mais comuns de tratamento de agua e esgoto nas estagdes
especializadas se baseiam na utilizagao de luz ultravioleta e substancias quimicas,
como hipoclorito de sddio e 0zbnio. Essas formas de desinfecgao sao utilizadas ha
muito tempo e apresentam algumas desvantagens, como alto custo de operacao e
possivel toxicidade (FIGUEREDO et al., 2021; JIANG; ADAMS, 2006; LI et al., 2019).
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Uma alternativa € a utilizagdo de membranas de celulose como filtro de
adsorcao para desinfeccdo de aguas contaminadas. A celulose, naturalmente, nao
possui caracteristicas quimicas apropriadas para uma eficiente desinfecgao, porém
possuem a possibilidade de sofrerem reagdes quimicas, como aminagcdo e
hidroxilagdo, que conferem a membrana um carga positiva, contribuindo para a
capacidade de interacao molecular com os fosfolipideos de membrana plasmatica
com carga negativa na superficie dos microrganismos e, assim, realizar a remogao
por adsorgcao (ERTAS; UYAR, 2017; SAJID et al., 2022; WANG et al., 2017).
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3. JUSTIFICATIVA

A produgédo de suinos movimenta bilhdes de dolares todos os anos no mundo,
sendo um importante fator na economia. Atrelado a alta producao, desafios sao
recorrentes, como o alto indice de doencas infecciosas e alta produgao de residuos
contaminados. Atualmente ndo existem vacinas comerciais para imunizagcdo contra
Brachyspira spp, fazendo com que o controle da disenteria suina seja feito
principalmente por antibioticoterapia. Além disso, o uso indiscriminado desses
medicamentos pode gerar problemas relacionados a selecdo de genes de resisténcia
bacteriana a antibidticos. Ademais, o grande volume de rejeitos contaminados
descartados no ambiente pode causar um grande desequilibrio nos ecossistemas
locais, com possibilidade de contaminagdao de nascentes, lencdis freaticos e solo.
Nesse sentido, o desenvolvimento de tecnologias de controle de patdégenos suinos,
como antigenos vacinais e membranas de adsorcao para remogao de patdgenos de

aguas residuarias se faz necessario.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

Desenvolver uma formulagdo vacinal composta de proteina recombinante
guimérica nanoencapsulada em polimero PLGA para teste de controle de infec¢ao por
Brachyspira spp. e filtro contendo membrana de celulose derivatizada para remogao

de patdgenos suinos de aguas residuarias por adsorgao.

4.2 Objetivos Especificos

e Mapear e predizer epitopos lineares de célula B, T CD4* e T CD8* e antigenos
com potencial vacinal previamente descritos na literatura;

e Construir uma proteina quimérica com potencial vacinal a partir das analises
de imunoinformatica;

e Clonar o gene sintético codificador da proteina quimérica em vetores de
clonagem e expressao especificos para E. coli;

e Expressar e otimizar a expressao do antigeno em larga escala em E. coli;

e Purificar o antigeno em FPLC,;

e Desenvolver protocolo de produgdao de nanocapsula de poli(acido latico-co-
acido glicélico) (PLGA);

e Padronizar parametros de sintese e controle de qualidade das nanocapsulas
de PLGA;

e Encapsular o antigeno purificado utilizando as nanocapsulas de PLGA,;

e Modificar quimicamente membrana de celulose para otimizar a adsorgao de
bactérias patogénicas;

e Testar a eficiéncia da modificagdo quimica em membrana de celulose;

e Testar a eficiéncia de uma membrana de celulose quimicamente modificada
para remoc¢ao de bactérias patogénicas de aguas residuarias por adsorgao

acoplada a desinfecgao por lampada ultravioleta.
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5. METODOLOGIA

5.1Desenho do antigeno

O primeiro passo para a construcao in silico do antigeno foi predizer e mapear
epitopos de células T CD4*, T CD8* e células B de proteinas ja existentes na literatura
que foram testadas como antigenos vacinais anteriormente, calculando a
probabilidade de um aminoacido participar de um epitopo e gerar uma resposta
imunoldgica, atribuindo valores numéricos a cada um. O mapeamento de epitopos de
célula B foi realizado no programa online BepiPred 3.0
(https://services.healthtech.dtu.dk/services/BepiPred-3.0/). O ponto de corte utilizado
foi o valor padrao de 0,1512 sugerido pelo software, com output de alta confianga dos
epitopos top 20% e o tamanho padrao dos epitopos preditos foi de 15 aminoacidos
(CLIFFORD et al., 2022).

Os epitopos de células T CD4+ foram analisados utilizando o programa
NetMHCII 4.0 (https://services.healthtech.dtu.dk/services/NetMHClIpan-4.0/), para
selecédo de peptideos com alta probabilidade de forte ligagdo com moléculas MHC
classe Il. Foram utilizados como referéncia os isotipos HLA-DR, HLA-DQ e HLA-DP
de MHC tipo Il humano, pelo motivo de haverem disponiveis para analise apenas as
especies Homo sapiens e Mus musculus. Foi utilizado 15 residuos de aminoacidos
para padronizacdo de tamanho dos epitopos e uma separagdo em trés grupos:
epitopos com ligagao forte (top 1%), epitopos com ligagao fraca (top 5%) e epitopos
sem ligacéo (95% restantes) (REYNISSON et al., 2020).

Os epitopos de células T CD8" foram preditos utilizando o programa
NetCTLPan 1.1 (https://services.healthtech.dtu.dk/services/NetCTLpan-1.1/), para a
selecao dos peptideos com maiores valores para ligagdo com a molécula MHC tipo |,
clivagem no proteassomo e eficiéncia de transporte TAP. Para a predi¢ao de epitopos
para T CD8*, foi utilizado o SLA, antigeno leucocitario especifico para suinos
(STRANZL et al., 2010).

Em todas as analises, foi considerada a cobertura a um minimo de 30% de
alelos da populagao. Os epitopos identificados com maiores valores para T CD4* e T
CD8* e menores valores possiveis para célula B nas analises descritas foram

utilizados para a construgao de um antigeno proteina quimérico sintético.
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5.2 Sintese do gene sintético e desenho de primers

Os epitopos selecionados foram ligados utilizando linker Ser/Gly, com
proporcao G3Sz, para aumento de solubilidade e criagao de sitio de clivagem pelo
proteassomo, importante etapa para apresentacao eficiente de antigenos na indugao
da resposta imunolégica por vacinas (CEBALLOS-ALCANTARILLA; MERKX, 2021).
Posteriormente, foi realizada a otimizagao dos coédons utilizando a ferramenta online
Codon  Optimization Tool, da Integrated DNA Technologies - IDT

(https://www.idtdna.com/CodonOpt), utilizando como espécie de referéncia a

Escherichia coli K12. Apés, foram adicionados sitios de restricado nas extremidades do
gene especificos para as enzimas Nhel e Xhol. O par de primers especifico para o
gene sintético foi desenhado utilizando o software OligoExplorer 1.4 (GeneLink). As
sequéncias finais dos primers e do gene sintético foram enviadas para a empresa IDT

para sintese quimica em formato gBlock (fragmento linear de DNA dupla).

5.3 Amplificagao e clonagem no vetor plasmidial pGEM®-T Easy

Posteriormente a sintese quimica do gene recombinante, o mesmo foi
amplificado por reacdo em cadeia da polimerase (PCR), utilizando primers especificos
para o gene, complementares as extremidades 5-3’: Primer forward Brac CL_F
(ATATATGCTAGCGTCAAAGCTAAAA) e primer reverse Brac CL_R
(ATATATCTCGAGTTATAAGATGTGGTACA). Apdés a confirmagcdo do fragmento
amplificado por eletroforese em gel de agarose, o produto de PCR foi extraido do gel
e purificado utilizando Kit Bioflux® (Biospin Gel and PCR Purification Kit), de acordo

com instrugao do fabricante e utilizado para clonagem em vetor de clonagem.

Para ligagdo do fragmento do gene purificado com o vetor pGEM-T Easy

(Promega), foram utilizadas as instrugdes do manual do fabricante:

ng de inserto = (kb do inserto x ng do vetor / kb do vetor) X taxa molar

inserto:vetor,

no qual ng de inserto/vetor corresponde a quantidade de inserto/vetor a ser utilizado
na ligacdo, em nanogramas; kb corresponde ao tamanho do inserto/vetor em
kilobases (kb) e taxa molar inserto:vetor é a razao entre a quantidade de inserto e

vetor da ligagao.
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Para a ligagao, foram utilizados 50ng do plasmideo e 150ng de inserto. A
reagcao permaneceu em temperatura ambiente por duas horas e posteriormente foi

incubada a 4°C overnight.

5.4 Transformacao de E. coli DH5a com os plasmideos recombinantes

Para a transformacao, foi utilizado o método baseado em choque térmico. 10uL
da ligagao foram adicionados a 100uL de células quimicamente competentes E. coli
DH5a em um microtubo estéril de 1,5mL. Em seguida, a amostra foi incubada em gelo
por 20 minutos, seguida de incubagao a 42°C em banho-maria por 45 segundos e, por
ultimo, gelo por 2 minutos. Apés a ultima incubagcao em gelo, foram adicionados 1mL
de meio de cultura Luria Bertani (LB) liquido ao microtubo com a bactéria competente

e mantido sob agitagdao de 180rpm a 37°C por trés horas.

Apos esse periodo, a amostra foi centrifugada a 5000rpm por 10 minutos. O
sobrenadante foi descartado e o pellet resultante foi ressuspendido cuidadosamente
em 100uL de LB liquido. Com o pellet ressuspendido, realizou-se o plaqueamento em
meio sélido LB-agar 1,5%, contendo 100ug/mL de Ampicilina, 100mM de IPTG e

50ug/mL de X-Gal, incubando a placa em estufa a 37°C overnight.

Apos 20 horas de incubacdo, colbnias brancas foram selecionadas e
inoculadas em tubo estéril de 15ml contendo 5ml de meio de cultura LB adicionado de
ampicilina a 100ug/mL. O inéculo foi mantido sob agitacdo de 180rpm a 37°C
overnight. Posteriormente, 600uL da cultura de cada clone foi adicionada em
microtubo estéril com glicerol, com concentragao final de 20%, e estocado a -80°C. O
restante da cultura foi utilizado para extracdo de DNA plasmidial, utilizando o Kit

Bioflux® Miniprep, de acordo com as instrugcdes do fabricante.

5.5Confirmagao da clonagem por PCR

Para confirmar a presenga do gene rBrac no sitio de clonagem do vetor, foram
realizadas reagdes de PCR, com volume final de 25uL e as seguintes propor¢des de

reagentes:

e 2,5uL de tampdo 10X com MgCly;
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e 0,5uL de dNTPs 10mM;

e 0,5uL de cada primer (forward e reverse);

e 0,13uL de enzima Taq DNA Polimerase 5,0 U/ul (Invitrogen, CA, EUA);
e 1uL de DNA molde;

e 19,87uL de agua nuclease free.

Os primers utilizados foram: M13F (GTTTTCCCAGTCACGAC) e M13R
(CAGGAAACAGCTATGACC) especificos para pGEM®-T Easy; e Brac CL_F
(ATATATGCTAGCGTCAAAGCTAAAA) e primer reverse Brac_ CL_R
(ATATATCTCGAGTTATAAGATGTGGTACA), especificos para o gene inserido no
vetor. Os passos de temperatura da PCR consistiram em um hot start a 95°C por 5
minutos, seguida por 35 ciclos de desnaturagao a 95°C por 1 minuto, anelamento a
55°C por 1 minuto e extensao a 72°C por 2 minutos. Apds os ciclos, foi adicionado
mais um passo de temperatura de 72°C por 7 minutos. Para analise do resultado da

PCR, foi realizada eletroforese em gel de agarose 1%.

5.6Digestao enzimatica e ligagao do inserto no vetor de expressao pET-
28a

Para obtencao do fragmento a partir do vetor de clonagem pGEM®-T Easy, foi
realizada uma digestao enzimatica utilizando as enzimas de restricdo Nhel e Xhol.
Conforme instru¢des do fabricante, a reacdo de digestdo ocorreu utilizando 5uL de
10X Universal Buffer (UB) (Cellco), 1ug de DNA e 0,5uL de Nhel e Xhol, completando
o volume final para 50uL com agua ultrapura, seguido de incubagao a 37°C, por 2
horas. Apds a digestdo do vetor de clonagem com liberagdo do inserto, os produtos
da digestao foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1% e as bandas de
interesse foram extraidas do gel e purificadas utilizando o Kit BioFlux (Biospin Gel and
PCR Purification Kit) de acordo com as instru¢des do fabricante. O inserto extraido e
purificado foi ligado ao vetor de expressao pET28a utilizando 1uL de T4 DNA Ligase
(Promega), 1uL de Tampéao Ligase 10X, 100ng do vetor e 200ng do fragmento,

completando a reagao para um volume final de 10pL.
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5.7 Transformacgao de E. coli BL21 (DE3) com vetor de expressao

A transformagdo em E. coli BL21 (DE3) foi realizada por choque térmico,
utilizando a mesma metodologia utilizada anteriormente para transformagao da E. coli
DH5a. O plagueamento foi realizado utilizando meio solido LB-agar 1,5%, contendo
100ug/mL de canamicina. Ap6s incubagéo a 37°C overnight, foi realizada a selegcao
dos clones, inéculo e extracao de DNA plasmidial. Com os plasmideos de cada colénia
extraidos, foi realizada uma reagao de PCR utilizando primer especifico da regido T7
do vetor para confirmagao da clonagem em pET-28a e primer especifico para o gene

recombinante.

5.8 Expressao e purificagao do antigeno quimérico

Para expressar a proteina recombinante, 10uL do estoque do clone positivo
foram pré-inoculados em 50mL de meio de cultura LB liquido contendo 100ug/mL de
Canamicina e incubadas overnight a 37°C sob agitagdo de 180rpm. Apds o
crescimento, as culturas foram inoculadas em frasco Erlemeyer contendo 2000mL de
meio LB liquido (Canamicina 100ug/mL) e cultivadas até densidade optica (OD
600nm) de 0,5-0,6 a 37°C sob agitacdo de 180rpm. Apds atingir a OD desejada, a
expressao proteica foi induzida com a adigao de 1 mM de IPTG por 3 horas a 37° C
sob agitacdo a 180rpm. Apds o periodo de indugdo, a cultura foi centrifugada por
13000rpm, 10 minutos a 4°C, o sobrenadante descartado e em seguida o pellet

armazenado a -80°C.

O pellet obtido apds a centrifugacao foi ressuspendido em 100mL de tampao
de ligagao (20mM NaHPO4, 500 mM NaCl e 20mM imidazol, pH 7.6). Posteriormente,
o conteudo ressuspendido foi sonicado em banho de gelo por 10 minutos, a 60% de
amplitude, para lise celular. Apds a etapa de sonicagao, o conteudo foi centrifugado
a 14000 rpm, 30 minutos a 4°C. O sobrenadante, correspondente a fragao soluvel, foi
coletado e armazenado a 4°C. O pellet, correspondente a fracdo insoluvel, foi
ressuspendido com tampao de ligagdo (20mM NaHPO4, 500 mM NaCl e 20mM

imidazol, pH 7.6), adicionado de ureia 8M.

O antigeno quimérico foi purificado por cromatografia de afinidade utilizando

sistema “AKTAprime plus” (GE Healthcare, Piscataway, EUA). Nesta etapa, a fracéo
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soluvel foi aplicada em uma coluna “HisTrap HP” de 5 mL, apds ser submetida a
filtracdo em filtro 0,22um. A coluna foi previamente equilibrada utilizando 5 vezes o
seu volume com o tampéo de ligagao (8M ureia, 20mM NaHPO4, 500 mM NaCl e
20mM imidazol, pH 7.6). A eluicao foi realizada através da adigdo do tampéo de
eluicao (8M ureia, 20mM NaHPO4, 500 mM NaCl e 500mM imidazol, pH 7.6). As
fracbes purificadas do antigeno quimérico foram agrupadas em um pool e
quantificadas, em ftriplicata, utilizando o método colorimétrico de Bradford, a partir de
uma curva padrao da proteina BSA (Bovine Serum Albumin), com leitura em

espectrofotbmetro em 595 nm.

As fracOes obtidas a partir da purificacdo foram analisadas por eletroforese em
gel de poliacrilamida SDS-PAGE 12,5%. O gel de separagao 12,5% foi preparado
utilizando solucao de bis-acrilamida 30%, tampao Tris-HCI 1,5 M pH 8,8, SDS 0,01%,
persulfato de amoénio 0,5% v/iv e TEMED 0,05% v/v. O gel de concentragao foi
preparado utilizando solugéo de bis-acrilamida 30%, tampao Tris-HCI 0,5 M pH 6,8,
SDS 0,01%, persulfato de aménio 0,5% v/v e TEMED 0,05% v/v.

Foi adicionado as amostras tampao proprio (SDS 10%, Tris-HCI 0,5 mM pH 6,8,
azul de Bromofenol 1%, 2-B-mercaptoetanol 5% e glicerol 10%) e, apds, as amostras
foram fervidas em termociclador por 10 minutos, para desnaturacado proteica. A
eletroforese foi realizada utilizando tampao de corrida (Tris-HCI 25 mM, glicina 192
mM, SDS 0,1% e pH 8,3), sob voltagem constante de 100V durante 2h. Apds a
eletroforese, o gel foi corado com solugao de Coomassie Blue (Coomassie Brilliant
Blue R-250 0,1%, metanol 50% e acido acético 10%) por 15min sob agitacédo e, em

seguida, descorados em solugdo metanol 25% e acido acético 7,5% overnight.

Para confirmagdao da expressdo e purificagdo do antigeno quimérico, foi
realizada uma analise por Western Blotting. As proteinas separadas no SDS-PAGE
12,5% foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose utilizando sistema
semi-seco. Apos a transferéncia, a membrana foi incubada em solugao de bloqueio
com BSA 3% em PBS-W por 1h. Apds o bloqueio, a membrana foi lavada 3 vezes com
PBS-W e incubada por 1h em solugao de anticorpo primario anti-his em proporgao
1:3000 (GE Healthcare; cédigo: 27-4710-01). Novamente a membrana foi lavada com
PBS-W 3 vezes e incubada por 1h em anticorpo secundario anti-mouse conjugado a

peroxidase, em propor¢ao 1:7500. Arevelagao para deteccéo do antigeno foi realizada
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com solugédo de 10mg de DAB (3,3'-Diaminobenzidine) com 1mL de solu¢ao de NiCl2
0,3%, 1mL de tampéao Tris 1M pH 7,6, 8mL de H20dd e 10uL de H20..

5.9Rastreamento de animais infectados por Brachyspira spp.

O rastreamento para identificagdo de animais infectados foi conduzido na
Unidade de Pesquisa e Melhoramento em Suinos, localizada na Universidade Federal
de Vigosa (MG), com consentimento e autorizagao prévias. A coleta do material para
identificacdo de patdgenos intestinais de suinos foi previamente aprovado por Comité
de Etica de Experimentacdo Animal da empresa parceira Animalnutri, sob nimero de
protocolo 004/2023 (Anexo |). Fezes foram coletadas por swab retal de 17 animais,
sendo 10 com idade <15 dias e 7 animais com idade de 42 dias. As amostras foram

armazenadas sob refrigeragao para processamento.

A partir das fezes coletadas, foi extraido DNA genémico total, utilizando o Kit
Omega E.ZN.A ®, segundo recomendacbdes do fabricante. O DNA obtido foi
submetido a uma reagao de PCR, em um volume total de 25uL, com os reagentes nas

seguintes proporgoes:

e 2,5uL de tampdo 10X com MgCly;

e 0,5uL de dNTPs 10mM;

e 0,5uL de cada primer (forward e reverse);

e 0,13uL de enzima Tag DNA Polimerase 5,0 U/ul (Invitrogen, CA, EUA);
e 1uL de DNA molde;

e 19,87uL de agua nuclease free.

Apods confirmagao dos animais positivos para Brachyspira spp, as amostras

correspondentes foram armazenadas a -80°C para posterior utilizagao.

5.10 Producao de Nanoparticula de PLGA

O preparo da nanoparticula de Poli (acido D,L-lactico-co-glicélico) (PLGA) com
o antigeno quimérico foi baseada em método de dupla emulsao (SARTI et al., 2011).
A primeira solugao foi composta de uma mistura de 5ml de PLGA com diclorometano

(10 mg/ml) e misturada com vértex em velocidade maxima por 5 minutos. A essa
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solucao, foram adicionados 200uL de antigeno, com concentragéo de 0,2mg/mL. A
primeira emulsificagédo foi realizada em banho ultrassénico a 4°C (Sonicator Sonics
Vibra Cell VC-505) em amplitude e poténcia maximos por 5 minutos de pulso continuo.

Apés a formagao da primeira emulsao, foi adicionado 20ml de solugéo aquosa
de alcool polivinilico (PVA), a uma concentragao de 1% e misturado em voértex com
velocidade maxima por 5 minutos. Em seguida, foi realizada a segunda emulsificagao
em banho ultrassénico a 4°C em amplitude e poténcia maximos por 10 minutos.
Posteriormente a emulsificagdo, a solugao foi colocada sob agitagcdo em agitador
magnético por 2 horas para evaporacao do solvente orgéanico, utilizando velocidade
maxima. As nanoparticulas de PLGA formadas foram submetidas a trés ciclos
centrifugacao (14000rpm, 4°C) e redispersao em agua destilada. Para analise da
formacao e dispersdo das nanoparticulas, utilizou-se o método de espalhamento de
luz dindmico (DLS).

5.11 Preparagao e oxidagcao da membrana de celulose

Para a modificacdo quimica, foi utilizada uma membrana de celulose
regenerada com 12000-14000 Da (Laboratérios Spectrum®). A membrana foi lavada
em agua destilada corrente por 30 minutos. Apds a lavagem, os pedacgos foram secos
em estufa a 37°C por 2 horas. Apdés a secagem, a membrana foi submetida ao

processo de oxidacgao.

A oxidacado foi baseada no trabalho de Wang e colaboradores, 2017. A
membrana foi imersa em recipiente com 1L de solugdo de Acido Bérico a 0,1M, pH =
10,5. A essa solucgéao foi adicionado 2g de Brometo de Sdédio e 0,3g de TEMPO (N-
oxil-2,2,6,6-tetrametilpiperidina) e homogeneizada por agitagdo magnética a
temperatura ambiente por 3h. Posteriormente, a membrana foi seca em estufa a 60°C
por 10 minutos. Apds a secagem, a membrana foi impregnada com uma pasta de
alginato, composta de 40ml de solucdo de Acido Boérico descrita anteriormente,
adicionada de 5g de Alginato e 6ml de Hipoclorito de Sédio, homogeneizados até obter
uma pasta lisa e completamente homogénea. A pasta foi aplicada em toda a superficie

da membrana e mantida por 1h.
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Apos o tempo de incubagcdo com a pasta, a membrana foi lavada com agua
destilada. Posteriormente, foi cortada em pedagos com area de 1cm? e incubadas em
solugao de metanol (250ml) e PEI (polyethylenimine) (4g) por 24h. Apds as 24h, a
membrana foi lavada em 100ml de metanol anidro para remogdo do PEI.
Posteriormente a lavagem, foi incubada em 20ml de solugao de glutaraldeido a 25°C
por 2h. Por fim, a membrana foi submetida a ciclos de lavagem em agua destilada

corrente.

5.12 Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier

A Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) foi
realizada no Laboratério de Analise Multivariada de Dados Quimicos (MCDALab) do
Departamento de Quimica da Universidade Federal de Vigosa (UFV). Para isso,
100mg da membrana foi macerado em nitrogénio liquido e submetidos a técnica de
reflexdo atenuada (ATR) utilizando o equipamento Varian 660-IR, operando em modo
de transmitancia com varredura na faixa de comprimento de onda de 400 — 4000 cm-
1. A analise foi feita usando uma membrana controle, sem modificacdo e duas partes
da membrana modificada: uma parte com coloracdo mais clara e uma parte com

coloragao mais escura.

5.13 Teste de remogao bacteriana

Um protétipo de uma estagdo de tratamento foi construido utilizando dois
aquarios interligados, contendo entre eles um filtro com a membrana modificada e,
acoplado, uma lampada ultravioleta-C (UVC) de 9 watts. Dentro dos aquarios, bombas
circulavam o volume de liquido pelo filtro a uma velocidade constante de 2L/min. O
experimento foi realizado em duas fases: a primeira com a lampada UVC desligada e
a segunda com a lampada UVC acesa. Um volume final de 20L de solugéo salina
(NaCl 0,9%) com 30ml de indculo de cultura de E. coli isoladas de intestino suino, em
concentragdo de 1x10°® células foi utilizado para a realizagdo dos testes. Foram
coletadas aliquotas de 5mL apds a passagem pelo filtro contendo a membrana sem
modificagcdo, passagem pelo filtro com membrana modificada e com a lampada

desligada e passagem pelo filtro com membrana modificada e lampada ligada. A
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eficiéncia foi demonstrada por plagueamento em meio de cultura LB agar utilizando

método de microgota.

5.14 Identificagao das bactérias na cultura isolada

Para identificacdo das bactérias presentes na cultura isolada de intestino suino,
foi realizada extragcdo de DNA gendmico utilizando o kit Blood-Animal-Plant
Preparation Kit (Cellco), de acordo com o manual do fabricante. Os primers utilizados

estdo descritos no quadro 1.

Quadro 1. Primers utilizados para identificagdo de bactérias.

Espécie Sequéncia Referéncia

Lawsonia intracellularis F: GCTGTGGATTGGGAGAAATC WATTANAPHANSAK et al.,
R: CAAGTTGACCAGCCTCTGC 2010

Brachyspira ssp. F: AGTGAAATAGTTGCTCATATCAAAT RUBIN et al., 2013
R: GCATCACTGATTAAAGAACCAAT

Clostridium difficile F: TTGAGCGATTTACTTCGGTAAAGA MUTTERS et al., 2009
R: CCATCCTGTACTGGCTCACCT

Clostridium perfringens F: AAATGTAACAGCAGGGGCA DUMONCEAUX et al., 2006
R: TGAAATTGCAGCAACTCTAGC

Escherichia coli F: TGATTGGCAAAATCTGGCCG WALKER et al., 2017
R: GAAATCGCCCAAATCGCCAT

Salmonella cholerasuis F: AGATATGCGGCTTGCTGACT AKIBA; KUSUMOTO;
R: AGCGTGGCTCGAAACAGTAT IWATA, 2011

Salmonella typhimurium F: GCTGCTTTCTCTACTTAAC SAEKI et al., 2013
R: GTAATGGAATGACGAACAT

Streptococcus suis F: CAGGCAATGATTTATCTGGAGATG ARAI et al., 2018
R: GCGTGATTGGCTGAGCTGACCT

Circovirus suino tipo 2 (PCV-2) | F: TCTACATTTCCAGCAGTTTG SUN et al., 2020
R: CTCCCGCCATACCATA

Rotavirus F: GCTAGGGAYAAAATTGTTGAAGGTA MARTHALER et al., 2014
R: ATTGGCAAATTTCCTATTCCTCC
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O DNA obtido foi submetido a uma reacdo de PCR, em um volume total de

254L, com os reagentes nas seguintes proporgdes:

e 2.5uL de tampao 10X com MgCly;

e 0,5uL de dNTPs 10mM;

e 0,5uL de cada primer (forward e reverse);

e 0,13uL de enzima Taq DNA Polimerase 5,0 U/ul (Invitrogen, CA, EUA);
e 1uL de DNA molde;

e 19,87uL de agua nuclease free.

Os ciclos de temperatura da PCR foram padronizados para todos os primers e
consistiram em um hot start a 95°C por 5 min, seguida por 35 ciclos de desnaturacao
a 95°C por 45 segundos, anelamento a 55°C por 45 segundos e extensao a 72°C por
45 segundos. Apds os ciclos, foi adicionado mais um passo de temperatura de 72°C

por 5 minutos.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Caracterizagao da proteina recombinante

O antigeno recombinante foi construido baseado nas predi¢cdes de epitopos de
proteinas ja testadas anteriormente e proteinas com possivel potencial antigénico,
porém ainda sem testes in vivo contra Brachyspira spp. Para os epitopos de células T
CD4* e células T CD8", foram feitas sele¢cdes positivas, sendo selecionados os
epitopos com os maiores escores possiveis. Para os epitopos de células B, foi
realizada uma selecdo negativa, na qual os epitopos com maiores escores foram
excluidos da selegdo. Detalhes das proteinas selecionadas para predigdo dos
epitopos estdo descritos no quadro 1. A representagdo grafica dos epitopos
selecionados das proteinas previamente testadas pode ser visualizada nas figuras 4,
5e0.

Quadro 2. Descrigéo dos genes correspondentes as proteinas utilizadas para predigao dos epitopos

para construcido do antigeno quimérico.

Nome da proteina Descrigao do Gene Tamanho Referéncia
BmpB Lipoproteina de membrana. | 29,7kDa LA et al., 2004;
Recombinante expressa em E. coli LEE et al., 2000.

BL21 com cauda de histidina. Resulta
em producgao de anticorpos, mas nao é
completamente eficiente. Protegao de

cerca de 50%.

Vsp Proteina de membrana. Recombinante 39kDa WITCHELL et al., 2011
expressa em E. coli BL21. Protegéo

vacinal ndo foi testada.

SmpB Proteina ligante de RNA.  18,8kDa HOLDEN; COLOE;

Recombinante expressa em E. coli SMOOKER, 2008

BL21.
ORF-H7 Candidatos vacinais escolhidos apés - SONG et al., 2009
ORF-H12 analises in silico e confirmagao por

ORF-H34 qgPCR.
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A selecao dos epitopos foi baseada na maior probabilidade de gerar respostas
para células T CD4* e T CD8" pelo fato de gerarem respostas protetivas celulares
contra patégenos intracelulares, que € o caso da Brachyspira spp (LA et al., 2004; LIU
et al., 2021).
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Figura 4. Representacao grafica dos epitopos selecionados da proteina BmpB.
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Figura 6. Representacao grafica dos epitopos selecionados da proteina SmpB.

A montagem do antigeno quimérico consistiu na combinagado dos epitopos
selecionados, sendo agrupados em peptideos de, no maximo, 70 aminoacidos. Foram
colocados 6 linkers de glicina/serina na sequéncia proteica, para aumento de
solubilidade e flexibilidade. Abaixo € demonstrada a sequéncia de aminoacidos do

antigeno quimérico construido a partir das analises descritas.

Sequéncia de aminoacidos do antigeno recombinante:

VKAKIESALKAIRVNPTVVVSGGDKGGETKMTFKITIEPADSKVTENNDLNEYKTGKAGCTIGLTPASTKNGSGS
GIDLNAFQHYAYFNDEVSNKGYDLTAIADTYISAMNIYSTGSGSGMTVLLSMSYCSIFGMYGSGSGQFGEVLGNN
TIKGTFGFRSQSLSTHLGYILLNNNFGTYFGTTISCGIGYTSEAFSIGIGYNYTTGSGSGLGISTDTQIRYYTGI
DAFNEIRLYIKYGQLGYGSGSGKVAVMPFLNSVPIEYMINNKLDEKYGFKIETVYFPSGGPMNEALGAGL
WEVGTLSAASVYSLANYNAHVVADIGHSEGSGSGEFTLNGIEYYGSLMEFIPYNDTMIVVNELNIEDYVKG
VLPHEMSPDWPMEALKAQAVAARTYAMYHTL

GSGSG: linker de glicina e serina para aumento de solubilidade e flexibilidade.
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Propriedades fisico-quimicas da proteina:

e Numero de aminoacidos: 400;

e Peso molecular tedrico: 42,7kDa;

e Ponto isoelétrico: 5,20;

 indice de instabilidade: 30,25 (proteina estavel - referéncia de proteina
estavel < 60);

« indice de hidrofobicidade: -0,015 (proteina polar — referéncia de proteina polar
<0);

A sequéncia proteica construida foi otimizada para expressao génica em E coli
K12, organismo modelo de referéncia. Para a clonagem nos vetores utilizados, foram
adicionados sitios de restricdo para as enzimas Nhel e Xhol. O gene recombinante

otimizado esta representado a seguir (Figura 7).

B c 222 GeT ARA ATC GAG TCC GCT TTA ARG GCG ATC CGC GIG AAT C
CT ACG GTC GTG GTT TCG GGG GGA GAC AAA GGG GGT GAG ACC AAA ATG ACT
TT AAA ATT ACA ATC GAA CCT GCC GAC TCC AAA GTG ACC TTT AAT AAT GAC
TG AAT GAG TAC AAG ACT GGG AAG GCT GGC TGT ACT ATT GGG TTA ACT CCA
CA TCC ACC AAG AAT GGC AGC GGG TCT GGT ATT GAT TTG AAT GCG TTT CAA
AC TAT GCC TAC TTC AAT GAT GAA GTA AGC AAT AAG GGT TAC GAT TTG ACT
CT ATC GCA GAC ACT TAC ATC TCC GCT ATG AAC ATT TAT TCA ACT GGC TCA
GC AGC GGC ATG ACC GTG CTT TTG TCC ATG TCG TAC TGC TCA ATT TTC GGC
TG TAT GGA TCG GGT TCA GGG CAA TTC GGT TTC GTA TTA GGA AAC AAT ACC
TC AAG GGA ACA TTC GGA TTC CGT AGT CAA TCA CTT TCT ACA CAC TTG GGT
AT ATT TTA CTG AAT AAT AAC TTC GGT ACA TAT TTC GGT ACC ACC ATT AGC
GC GGT ATT GGC TAT ACT TCC GAA GCA TTC TCA ATC GGG ATC GGG TAT AAC
AT ACA ACC GGG TCG GGT TCA GGG CTG GGG ATC AGC ACC GAC ACC CAA ATC
GC TAC TAC ACC GGC ATC GAT GCT TTC AAC GAG ATC CGT CTG TAT ATC AAA
AC GGT CAG TTA GGC TAT GGA TCG GGC AGT GGT AAA GTT GCG GTT ATG CCT
TT TTA AAT TCG GTG CCC ATC GAG TAT ATG ATC AAC AAT AAG TTG GAT GAA
AG TAC GGA TTT AAA ATC GAG ACT GTG TAT TTT CCC AGT GGG GGT CCA ATG
AT GAG GCG CTG GGG GCC GGT TTA TGG GAG GTA GGC ACG TTG TCT GCA GCC
CA GTT TAC AGC TTA GCA AAT TAT AAT GCA CAC GTG GTC GCC GAT ATT GGA
AT TCT GAA GGG TCT GGA TCG GGG TTT ACA CTT AAC GGG ATC GAA TAT TAT
GA AGC CTG ATG TTT ATT CCG TAC AAC GAC ACA ATG ATT GTT GTC AAT GAG
TA AAT ATT GAA GAC TAC GTG AAA GGT GTA CTT CCC CAT GAA ATG TCC CCA
AC TGG CCG ATG GAA GCA CTG AAA GCA CAA GCA GTC GCT GCA CGC ACT TAT

CG ATG TAC CAC ATC TTA TAA CTCGAG

OO0 pPraa3od93 30600004

B sitio de restricio aminoterminal (Nhel);
CTCGAG: sitio de restricao carboxiterminal (Xhol).

Figura 7. Sequéncia de nucleotideos do gene sintético desenhado.
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6.2 Amplificagao e clonagem do gene sintético

Apos a sintese quimica do gene recombinante, o mesmo foi amplificado por
reacao de PCR. Apds confirmacéao por eletroforese em gel de agarose, o produto da

reacao foi purificado para posterior clonagem (Figura 8).

3kb

1,5kb
1kb

Figura 8. Confirmacgao da amplificagdo do gene sintético rBrac em eletroforese em
gel de agarose.

Com o produto de PCR purificado, foram realizadas duas ligagbes, uma em
vetor de clonagem pGEM-T Easy e uma em vetor de expressao pET-28a. Para a
transformacdo com o vetor pGEM-T Easy, foi utilizada a E. coli DH5a e para a
transformacdo com o vetor pET-28a, foi utilizada a E. coli BL21(DE3). Apdés o
crescimento das colbnias em placas de Petri (Figura 9), foram selecionados clones
para confirmacgao por PCR, utilizando primer especifico para o gene recombinante e
primers especificos para os vetores utilizados (Figura 10). A clonagem também foi
confirmada por digestao utilizando as enzimas de restricdo Nhel e Xhol para ambos

os vetores (Figura 11).
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Figura 9. Placa de Petri com col6nias apés transformagao com gene sintético ligado
ao vetor de clonagem pGEM-T Easy.

Figura 10. Confirmacgao da clonagem por PCR. A: confirmagao da clonagem no vetor
pGEM® T-Easy utilizando primer especifico. B: confirmagao da clonagem no vetor
pGEM® T-Easy utilizando o primer M13. C: confirmagao da clonagem no vetor pET-
28a com primer especifico. D: confirmagao da clonagem no vetor pET-28a com primer
T7.

Figura 11. Confirmacgao da clonagem em pGEM® T-Easy e em pET-28a por digestao,
utilizando as enzimas de restricdo Nhel e Xhol. A: pGEM-T Easy com inserto digerido.
B: pGEM-T Easy sem inserto digerido. C: pET-28a com inserto digerido. D:pET-28a
sem inserto digerido.
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6.3Expressao e purificagao do antigeno quimérico

Apos as confirmacdes das transformacdes realizadas, o clone positivo para o
vetor de expressao pET-28a foi estocado a -80°C. A partir desse estoque foi realizado
o indculo para expressao do gene recombinante. A expressao da proteina de interesse
foi analisada por eletroforese em gel de poliacrilamida 12,5%, para verificagao das
fragbes soluvel e insoluvel (figura 12). A fragdo insoluvel foi selecionada para

purificagdo por cromatografia de afinidade.

Figura 12. Fracao soluvel e insoluvel da expressao do antigeno quimérico. A: E. coli
wild-type. B: aliquota ndo induzida. C: aliquota induzida. D: fragao soluvel. E: fragao
insoluvel.

Apbés a purificagéo, foram selecionadas 9 fragdes para analise por eletroforese
em gel de poliacrilamida (Figura 13A). Posteriormente, foi realizado o imunoensaio
Western Blotting para confirmacao da expresséo do antigeno quimérico (Figura 13B).
As fragdes purificadas foram agrupadas em um pool e quantificadas pelo método de
Bradford. A concentragao da proteina purificada foi de 0,2mg/mL, com rendimento final

de 2mg/L de indculo.

5 6 7 g 9 10 11 12 13 5 <] 7 8 9 10 11 12 13

Figura 13. A) Anadlise da purificagdo da proteina por eletroforese em gel de
poliacrilamida. B) Confirmacgédo da proteina de interesse por Western Blotting. Os
numeros correspondem as fragdes purificadas.
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A selecao das fragdes para analise em eletroforese em gel de poliacrilamida,
Western Blotting e quantificagcdo por Bradford foi baseada na analise do
cromatograma fornecido pelo software Unicorn, GE®, que acompanha o cromatégrafo
utilizado para a purificagdo do antigeno quimérico. As fragdes de niumero 5 a 13 estao
correspondentes a maior area sob a curva de absorbancia de luz ultravioleta durante
a eluicdo da coluna de afinidade, indicando que sao as fragdes com maior
concentracao da proteina purificada. Essa analise é corroborada pela figura 12B, na
qual as fragcbes correspondentes a um menor valor de absorbancia no grafico
apresentam marcacgdes mais fracas na membrana de celulose utilizada no Western
Blotting (Figura 14).
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Figura 14. Cromatograma de purificagdo do antigeno recombinante.
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Trés dos seis antigenos selecionados para predigao dos epitopos-base para a
construgdo do antigeno quimérico foram clonadas em vetores de expressdo e
corretamente expressas em E. coli BL21 (DE3), em quantidade suficiente para
realizagao de testes in vivo (HOLDEN; COLOE; SMOOKER, 2008; LA et al., 2004;
LEE et al., 2000; WITCHELL et al., 2011). Isso justifica a escolha por essa cepa no
presente estudo e pode explicar o sucesso da expressao do antigeno quimérico, pela
compatibilidade dos epitopos. A expressao do antigeno quimérico proposto apresenta
potencial para escalonamento, o que significa que podem ser realizados para otimizar
a expressao em larga escala para a industria, a fim de aumentar a producgao para fins

comerciais.

6.4Rastreamento de animais positivos para Brachyspira spp.

Para o rastreamento de animais infectados com Brachyspira spp, foram
selecionadas 2 matrizes e seus respectivos leitdes, separados em baias individuais,
na Unidade de Pesquisa em Melhoramento de Suinos, UFV. Foram coletadas
amostras de fezes por swab retal de 5 leitbes de cada matriz, selecionados
aleatoriamente, sendo esses leitdes animais com menos de 15 dias de vida, ainda ndo
vacinados. Também foram selecionados aleatoriamente 7 animais com 42 dias de vida
para coleta de fezes. Os animais estavam identificados e foram contidos manualmente

para a coleta do material (Figura 15).

Figura 15. (A) Realizacdo do swab retal dos animais. (B) Baias individuais das matrizes.
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A partir das fezes coletadas, foi extraido DNA genémico total para realizagcao
de PCR, com a finalidade de identificar animais infectados (figura 16). Dentre os 17
animais, 3 animais foram considerados positivos para Brachyspira spp. devido a
deteccado do gene NADH oxidase, de 354pb, especifico para o género Brachyspira.
Todos os animais detectados como positivos tinham <15 dias de idade, eram filhotes

da mesma matriz e permaneciam juntos na mesma baia.

500bp

250bp
100bp

Figura 16. Rastreamento de animais infectados por Brachyspira spp., na Unidade de
Pesquisa em Melhoramento de Suinos, UFV.

E perceptivel a importancia do rastreamento para identificacdo e possivel
controle da infeccdo por Brachyspira spp, pelo fato de os animais infectados
permanecerem no mesmo local de convivéncia com animais saudaveis aumentar a
chance de disseminagao da doenca. A identificagdo e as medidas de biosseguranca
adequadas sao de suma importancia para diminuigdo da probabilidade de surtos
(DESROSIERS, 2011).

6.5Sintese de nanoparticula de PLGA

O antigeno quimérico, apés sintetizado, foi encapsulado em nanoparticulas de
PLGA. As nanoparticulas foram submetidas a sintese baseada em dupla emulsao e

posterior evaporagcdo do solvente organico (SARTI et al., 2011) . A confirmacéo da
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formacgao das nanoparticulas e suas dimensdes estdo demonstradas nas figuras 17 e
18.

Size Distribution by Intensity
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Figura 17. Analise de tamanho das nanoparticulas de PLGA com antigeno quimérico
pela intensidade.
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Figura 18. Analise de tamanho das nanoparticulas de PLGA com antigeno quimérico
pelo volume.

Apoés analise por espalhamento de luz dindmico (DLS), pode-se comprovar a
formacdo da nanoparticula pela formagao dos graficos de dimensado. As analises
foram realizadas em ftriplicatas técnicas, representadas pelas curvas de diferentes
cores. O tamanho médio das ftriplicatas, pelo volume e pela intensidade, foram

similares, permanecendo em torno de 1000nm. O desvio-padrao alto entre as
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triplicatas indica uma despadronizagcédo em relagédo ao tamanho das particulas, com

alta variabilidade de dimensao na mesma amostra.

Em relacdo ao tamanho das nanoparticulas, estudos relatam uma variagao de
dimensao 6tima entre 250nm e 600nm para utilizagcdo como entrega de medicamentos
e antigenos vacinais (AMIN; BOATENG, 2023; SHIPUNOVA et al., 2021; WANG et al.,
2021). Porém, a capsula desenvolvida com uma dimensdo maior pode apresentar
uma vantagem de resistir mais tempo no trato gastrointestinal, devido sua,
proporcionalmente, menor superficie de contato. Isso facilitaria a entrega do antigeno
a porcdes mais distais do intestino. Para corroborar essa hipotese, estudos in vivo

devem ser realizados.
6.6 Modificagcao da membrana de celulose e eficiéncia de desinfec¢ao

A membrana de celulose foi submetida a reagdes de modificagao quimica em
sua estrutura e posteriormente analisada por FTIR. O resultado da analise esta

representada na figura 19.
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Figura 19. Analise de composicdo da membrana por FTIR. 1: membrana sem
modificagado, 2: partes mais claras, 3: partes mais escuras. COOH: grupo carboxilico.
NH2: grupo amino.
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Percebe-se a eficiéncia na modificagdo da membrana de celulose pela
metodologia proposta pela configuragédo do grafico representado pela figura 18. As
curvas 2 e 3, referentes a membrana modificada, apresentam um conteudo de grupos
carboxilico e amino maior que a membrana controle. Além disso, também se percebe
qgue a quantidade de pasta de alginato interfere no resultado final. A membrana mais
clara (2) foi impregnada com uma quantidade menor de pasta, em comparagao com
a membrana mais escura (3). Importante destacar que a concentragao de alginato na
pasta e o tempo de reacao foram os mesmos, mudando apenas a quantidade total de
pasta utilizada em cada ponto da membrana, justamente para avaliar a interferéncia

desse reagente no resultado final.

Apos a confirmacédo de modificagdo na membrana de celulose por FTIR, foi
realizado o teste utilizando-a como membrana de remogao por adsorgao no protétipo
de estacdo de tratamento de agua. A figura 20 demonstra o resultado da filtracao

utilizando a membrana com e sem presenca de luz UV. Foi utilizada a cultura de E.

coli isolada de intestino suino, em concentragédo de 1x10° células.

Figura 20. Analise qualitativa da eficiéncia da membrana modificada. A:
plagueamento da cultura antes da filtragdo, em diluicao 1:100. B: plagueamento da
cultura depois da filtragdo sem luz UV, em diluicdo 1:100. C: plagueamento da cultura
depois da filtragcdo com luz UV, em diluicdo 1:100.

A partir dos resultados dos plaqueamentos das aliquotas pré e pés filtracao,
consegue-se perceber uma menor concentragdo bacteriana apos a passagem da
solugéo contaminada pela membrana, quando comparada com a passagem pelo filtro
sem a membrana. O melhor resultado foi encontrado combinando a membrana com a

luz UV ligada.
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A combinagao da membrana modificada com a irradiagcao de luz ultravioleta foi
importante para a diminuicao de quantidade bacteriana total, porém as modificagbes
quimicas na celulose apresentam a capacidade de degradar plasmideos (KIM et al.,
2022). Pensando em resisténcia bacteriana a antibidticos, a degradacdo de
plasmideos € um mecanismo importante para a diminuicdo de compartilhamento
horizontal desses genes de resisténcia dentro do ecossistema (EISENREICH et al.,
2022; LARSSON; FLACH, 2022).

6.7 ldentificagao de bactérias de cultura isolada

Apos cultura de estoques bacterianos isolados de intestino de suino, o DNA
gendmico total da amostra foi extraido utilizando kit comercial e submetido a analise
por PCR para identificagdo de patdégenos presentes, utilizando os primers descritos

no quadro 2. O resultado desse experimento esta representado na figura 21.

Figura 21. Identificagdo de patdgenos na cultura isolada de suinos. A: resultado
positivo para C. perfringens. B: resultado positivo para C. difficile. C: resultado positivo
para E. coli. D: resultado positivo para S. suis.

O resultado positivo para diversas espécies na cultura indica uma grande
diversidade de patdogenos hospedeiros no trato gastrointestinal suino. Essa
identificacao foi importante para a analise da eficiéncia da membrana modificada em
relacdo a sua capacidade de desinfeccdo de efluentes. Diferentes espécies
bacterianas tendem a apresentar diferentes mecanismos celulares e moleculares de
sobrevivéncia e composicdo em sua membrana, interferindo na eficiéncia da
tecnologia (STUBBENDIECK; STRAIGHT, 2016).
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7 CONCLUSAO

O presente trabalho explora e desenvolve duas potenciais tecnologias
relacionadas ao controle de patdgenos suinos. O desenvolvimento do antigeno
vacinal quimérico a partir de predigdo de epitopos por imunoinformatica apresenta
grande potencial de eficacia, devido a selegao criteriosa dos peptideos componentes
do antigeno. Além de potencial de induzir resposta imunologica de memoria in vivo, o
antigeno quimérico desenvolvido apresenta facilidade de expressao em plataformas
baratas, como E. coli, com possibilidade de escalabilidade para produ¢ao em nivel

industrial.

A modificagdo quimica em membrana de celulose também apresenta grande
potencial de efetividade contra transmissédo de genes de resisténcia a antibidticos no
ambiente. Além disso, apresenta relativa facilidade de producéo e modificagao, com o

adicional de ser de baixo custo, facilitando a logistica de producao e utilizagao.
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8 PERSPECTIVAS

Os préximos passos para esse trabalho sdo baseados na padronizagao da
cultura in vitro de Brachyspira hyodysenteriae e em ensaio in vivo para avaliagdo da
seguranca e eficacia do antigeno vacinal desenvolvido. Além disso, espera-se
expressar o antigeno em cepas probidticas, como a E. coli NISSLE, Lactobacillus
acidophilus e Lactococcus lactis. O projeto ja foi submetido e aprovado pelo Comité
de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFV, conforme certificado presente no anexo
|. Para prosseguimento do projeto, ha planejada a metodologia que sera utilizada para

sua execucao.

8.1 Metodologia

8.1.1 Aquisicdo dos camundongos

Para o experimento, 160 camundongos isogénicos fémeas da linhagem BALB/c
serao adquiridos do Biotério Central do Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Saude da
Universidade Federal de Vigosa com 3 semanas de idade (ja passados os 21 dias de
desmame) e transportados em veiculo automotivo com velocidade controlada e
equipado com ar condicionado para controle da temperatura, até o Biotério Setorial
do Laboratério de Biologia Estrutural do Departamento de Biologia Geral da UFV. Ja
no Biotério Setorial, 0s animais permanecerdao em aclimatagao por mais 3 semanas,
onde serao separados em grupos de seis animais por gaiola (30 cm x 20 cm x 13 cm),
em condi¢des controladas de temperatura (21 + 2 °C) e fotoperiodo (12h claro/escuro),

onde sera ofertada ragao comercial e agua ad libitum.
8.1.2 Tamanho amostral

Para se obter o numero de animais adequados ao desenvolvimento adequado
deste projeto, o planejamento estatistico segue descrito abaixo apds a seguinte
formula:

N= 1+ [2C*(s/d)2].

Na formula, s € o desvio padrao aceitavel de acordo com a projegao proposta neste
projeto e d é a diferengca esperada entre os grupos. C é dependente de valores
escolhidos para a forga ou poder do teste e deve ser previamente calculado de acordo

com a féormula:
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C= (za+zp)2

Considerando p<0,05, o valor de a = 0,05 (chance de considerar dois grupos
diferentes quando nao o sao), e B equivale a chance de encontrar diferenga existente
em nivel de significancia. O indice z é definido de acordo com a tabela de
probabilidade da normal z para o calculo de intervalo de confianca.

Sendo assim, determinar o valor de za deve-se dividir o valor do intervalo de
confianga por 2, por exemplo, para um intervalo de 0,95 (considerado neste trabalho)
o valor a ser procurado na tabela € 0,475. Na tabela, este valor correspondente a linha
1,9 e coluna 0,06, somando estes dois valores chega-se ao numero 1,96 que deve ser
o valor correspondente ao z aqui utilizado. E aconselhavel que, os testes em
experimentos da area de saude deve ter uma forga de teste considerada como 90%
para o qual o valor de z ~ é 1,282.

Desta maneira, aplicando estes valores na formula:

C =(1,96 + 1,282)?

C =10,51
Nos experimentos com animais isogénicos, o desvio maximo aceitavel é de 20% (0,2)
e a diferenga esperada entre os grupos € de 40% (0,4). Sendo assim:

N= 1+ [2*10,51 * (0,2/0,4)?]

N=1+ (21,02*0,25)

N=6,255 (arredondado para 7)

Levando em consideragéo que podera haver perda de animais, acrescenta-se 20%
ao numero de animais, resultando em 8 animais por grupo experimental. Como serao
20 grupos, no total, serdo necessarios 160 animais. Além disso, outras investigacoes
de perfil experimental semelhante e usadas como referéncia neste trabalho (Crocquet-
Valdes et al., 2011; Crosby et al.,, 2018), também desenvolveram suas pesquisas

utilizando de 6 a 10 animais por grupo experimental.

8.1.3 Patogeno

O patégeno Brachyspira hyodysenteriae a ser utilizado neste projeto sera
adquirido de amostras de animais de produtores locais e cultivados no Laboratério
Biotecnologia Molecular do Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular da UFV.

O patogeno sera cultivado em camara de anaerobiose, em ambiente controlado

sem presenca de gas oxigénio, em meio de cultura e suplementagao adequados com
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a espécie. Além disso, todos os procedimentos de cultivo serdo realizados em
condicbes assépticas, utilizando-se capela de fluxo laminar com lampada ultravioleta
e material estéril e descartavel. As células serdo cultivadas em meio Brain-Heart
Infusion (BHI), com 10% de soro fetal bovino (FBS; Gibco, EUA) e 0,5% de
anfotericina B (Yeasen, Bio, Inc., China) em frascos de cultura de tecidos T-25
cm? (Corning, EUA) incubados a 37 °C.

8.1.4 Delineamento experimental

Camundongos BALB/c fémeas adultos (6 a 8 semanas de idade; N total de 160
animais) serdo imunizados conforme um protocolo tipo dose-reforco, onde sera
administrado 3 doses (com uma dose inicial e dois reforgos) de 100uL cada contendo
salina (grupo controle 1), adjuvante apenas (controle 2) ou formulagdes contendo
10ug do antigeno e os adjuvantes, em intervalos de 14 dias entre as doses, por via
oral. Apés 14 dias da ultima imunizagédo, os camundongos serao desafiados através
da inoculagéo oral de 1 x 10% UFC de Brachyspira hyodysenteriae obtidos de culturas

celulares.

Um total de 14 grupos (N=8 animais por grupo) serao utilizados, conforme a
divisao abaixo:
Grupo 1: Controle ndo imunizado (salina) e infectado com B. hyodysenteriae;
Grupo 2: Controle imunizado com PLGA e infectado com B. hyodysenteriae;
Grupo 3: Teste imunizado com antigeno + PLGA e infectado com B. hyodysenteriae;
Grupo 4: Controle imunizado com hidréxido de aluminio + saponina e infectado com
B. hyodysenteriae;
Grupo 5: Teste imunizado com antigeno + hidréxido de aluminio + saponina e
infectado com B. hyodysenteriae;
Grupo 6: Controle imunizado com E. coli NISSLE wild-type e infectado com B.
hyodysenteriae;
Grupo 7: Teste imunizado com E. coli NISSLE + vetor pXIES + antigeno e infectado
com B. hyodysenteriae;
Grupo 8: Teste imunizado com E. coli NISSLE + vetor pEXU + antigeno e infectado

com B. hyodysenteriae;
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Grupo 9: Controle imunizado com Lactococcus lactis wild-type infectado com B.
hyodysenteriae;

Grupo 10: Teste imunizado com Lactococcus lactis + vetor pXIES + antigeno e
infectado com B. hyodysenteriae;

Grupo 11: Teste imunizado com Lactococcus lactis + vetor pEXU + antigeno e
infectado com B. hyodysenteriae;

Grupo 12: Controle imunizado com Lactobacillus acidophilus wild-type e infectado com
B. hyodysenteriae

Grupo 13: Teste imunizado com Lactobacillus acidophilus + vetor pXIES + antigeno e
infectado com B. hyodysenteriae

Grupo 14: teste imunizado com Lactobacillus acidophilus + vetor pEXU + proteina e

infectado com B. hyodysenteriae

8.1.5 Coleta de sangue e eutanasia

Os camundongos serao observados diariamente para calculo de mortalidade
até duas semanas apoés o desafio com os patégenos. Sera coletado 10 microlitros de
sangue dos animais de cada grupo pelo método de sangria pela cauda, sempre que
anteceder a vacinacgao e ao final do periodo experimental para obteng¢ao de soro. Por
se tratar de um experimento para investigar o potencial vacinal dos tratamentos, nao
sera adequado o uso de barbituricos ou outros anestésicos para a extragao do sangue,
visto que os mesmos podem modular a resposta imune e interferir diretamente nos
resultados da pesquisa (Thompson et al., 2002; Markovic and Murasko, 1990).

A eutanasia (Resolugédo normativa n°37 — Diretriz para pratica de Eutanasia do
CONCEA - Brasilia de 15 de fevereiro de 2018), sera conduzida por pessoal
devidamente treinado e qualificado, utilizando a técnica de inalagcdo de CO2 em
substituicdo a utilizacdo de barbituricos ou outros anestésicos gerais injetaveis
recomendados pela Resolugdo 714 do Conselho Federal de Medicina Veterinaria
(CFMV), visto que o uso destas substancias pode interferir e/ou modular a resposta
imune dos animais (Thompson et al., 2002; Markovic and Murasko, 1990). Desta
forma, como o objetivo central do presente trabalho é avaliar o potencial vacinal dos
tratamentos, ndo sera adequado o uso de barbituricos ou outros anestésicos, visto

que os mesmos podem interferir nos resultados.
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8.1.6 Avaliagao de carga parasitaria

Ao final do periodo experimental e apos a eutanasia, amostras biologicas seréo
coletadas para quantificacdo dos patégenos por qPCR. A carga de patdgeno nas fezes
sera realizada a partir da extracao de DNA das fezes coletadas em periodos de 7 dias.
Para determinar as diferengas relativas na carga patogénica entre os diferentes
grupos de camundongos, aproximadamente 10 mg de bacgo e figado seréo coletados
e homogeneizados para a extracdo do DNA. O DNA sera extraido usando kit DNeasy
(QIAGEN, Valencia, CA) com um volume de eluicao de 100 ul de agua deionizada e
as cargas de B. hyodysenteriae serao determinadas usando um sistema de detecgao
em tempo real multicolor iCycler IQ (Bio-Rad, Hercules, CA). Os seguintes primers e
sondas direcionados ao gene NOX do patégeno serdao usados e incluidos: P1 (‘5-
AGAGGAAAGTTTTTTCGCTTC-3’) e P2 (15-GCACCTATGTTAAACGTCCTTG-3'). As
analises de PCR serao consideradas negativas para DNA de B. hyodysenterieae se
os valores do limite critico (CT) excederem 40 ciclos. A carga de B. hyodysenterieae
nos 6rgaos sera normalizada em relacdo ao DNA total. Cada amostra sera executada

em triplicata.

8.1.7 Isolamento de esplendcitos e analise de citocinas

Apo6s a eutanasia, o bago dos camundongos sera removido assepticamente,
lavado duas vezes com PBS e uma suspensao de células sera obtido pela maceragao
do 6rgédo em PBS seguida de filtracdo através e uma rede de nylon. Eritrécitos na
suspensdo de esplendcitos serao removidos por lise e as células remanescentes.
Células mononucleares de sangue periférico (PBMC) também serao isoladas pelo
método do Ficoll-Hypaque usando centrifugacao por gradiente de densidade, seguida
de lavagem e ressuspenséo de 5 x 108 células/mL em meio RPMI suplementado com
5% soro bovino fetal, 50 U/mL de penicilina e 50g/mL de estreptomicina. A proliferagao
de esplendcitos e PBMCs sera avaliado através do ensaio colorimétrico de MTT
utilizando a proteina quimérica, antigeno bruto dos patégenos, o mitégeno PHA-L
(controle positivo) e meio (controle negativo) como estimulo.

O sobrenadante das culturas estimuladas serdo coletados e utilizados para
mensuragao de citocinas INF- vy, IL-4 e IL-10, utilizando-se kit comercial, conforme
instru¢des do fabricante. O anticorpo de captura proveniente do kit, sera diluido para

4 pg/mL em PBS e distribuidos em microplaca de 96 pogos. Apds incubada em
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temperatura ambiente e overnight, a placa sera lavada 3 vezes com 0,05% Tween 20
em PBS e bloqueada com 300 uL de PBS 1% BSA, com incubagao por 2 horas a
temperatura ambiente. Apds bloqueio, as placas serdo lavadas uma vez e sera
adicionado 50 pL do sobrenadante das culturas, do padrao e do meio. As placas serao
incubadas overnight a 4 °C e lavadas 3 vezes novamente. Sera adicionado 100 uL do
anticorpo de detecgao na concentragao de 400 ng/mL, incubando-as por 2 horas. Apos
este periodo, as placas serdo lavadas 3 vezes e sera adicionada 100 pL de
streptavidina (diluigdo 1:200) com incubagao a temperatura ambiente por 30 minutos.
Apos os pogos serem lavados, sera adicionado 100 uL da solugéo do substrato (10
mL de tampao citrato-fosfato + 15 mg de OPD + 4 ul de peréxido de hidrogénio (H202)).
Apods incubagao por 20 minutos sera adicionado 30 pL da solugao de parada (acido
sulfurico 0,5M). Sera feita leitura das absorbancias em espectrofotdmetro em um

comprimento de onda de 495 nm.

8.1.8 Analise estatistica

Para detectar diferenca entre grupos de dados, inicialmente sera realizado o
teste de normalidade Kolmogorov-Sminov com valor P corrigido pelo método de Dallal-
Wilkinson-Lilliefor individualmente em todos os conjuntos de dados. Para comparar
dois grupos, sera realizado t-teste ndo pareado quando os dados apresentarem
distribuicdo normal ou o teste Mann-Whitney para dados que ndao seguem uma
distribuicdo normal. Comparacdo de frequéncia entre dois grupos sera realizado
utilizando o teste qui-quadrado. Para comparagao entre trés ou mais grupos sera
utilizado ANOVA quando os dados apresentarem distribuicdo gaussiana e quando os
dados forem nao paramétricos, sera utilizado o teste Kruskal-Wallis seguido de Tukey.
Como diferentes hipoteses serao levantadas e testadas utilizando o mesmo conjunto
de dados sera utilizado a corregao de Bonferroni como teste de multiplas hipéteses.
Sera considerado significativo diferengas de valor P entre 0,05 e 0,01, como muito
significativo entre 0,01 e 0,001 e extremamente significativo para valores p menor que
0,001.
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11 ANEXO II
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