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Resumo

Uma das bactérias frequentemente encontrada em aquacultura é Photobacterium
damselae subsp. piscicida. Esta bactéria é responsavel pela doenca fotobacteriose,
afetando mais de vinte espécies. Um dos grandes fatores de viruléncia desta bactéria € a
capacidade de adquirir ferro do hospedeiro pela producdo de sider6foros especificos,
piscibactinas, sendo esta transportada pela proteina FrpA. J& existem alguns tipos de
vacinas no mercado contra fotobacteriose, mas nenhuma é uma vacinas de DNA. Este
trabalho tem como objetivo construir plasmideos que codificam a sequéncia genética da
proteina FrpA ou fragmentos desta proteina escolhidos por terem elevado potencial
imunoldgico, desenvolver e produzir vacinas de DNA utilizando estes plasmideos e verificar
a sua eficcia, testando-as em robalos juvenis e avaliando a sua eficacia, recorrendo a

ELISA indireto e a andlise da percentagem relativa de sobrevivéncia (RPS).

Desenharam-se trés plasmideos: um com o gene completo da proteina FrpA, pVAX-
FrpA-GFP, e dois plasmideos com sequencias genomicas dos fragmentos escolhidos,
pVAX-Fragl-GFP e pVAX-Frag6-GFP. Apenas se conseguiu obter os plasmideos com os
fragmentos. Estes plasmideos foram produzidos em quantidade necessaria para vacinar 78
robalos (com certa de 15 g) por tratamento, havendo 4 tratamentos em triplicado. No
tratamento 1 foi utilizada uma vacina contendo pVAX-GFP suplementada com adjuvante
Montanide ISA 763 A VG, nos tratamentos 2 e 3 foram utilizadas vacinas suplementadas
com o0 mesmo adjuvante, mas contendo os plasmideos pVAX-Fragl-GFP e pVAX-Frag6-
GFP, respetivamente. Por ultimo, no tratamento 4 foi utilizada uma vacina contendo também
pVAX-Frag6-GFP, porém suplementada com o adjuvante Montanide Gel 02 PR. A dose
administrada de vacina para cada tratamento foi de 1,2 pg pona/g peixe. OS peixes controlo

foram injetados com PBS estéril.

Os peixes tratados com vacinas suplementadas com Montanide ISA contendo os
plasmideos pVAX-GFP e pVAX-Frag1l-GFP sofreram mortalidade, no tempo de imunizacao,
de 12% e 26%, respetivamente. Esta pode estar relacionada com os efeitos secundérios
deste adjuvante. Por outro lado, apenas em peixes vacinados com este adjuvante foram
detetados titulos de anticorpos e aumento destes ao longo do tempo (de 15 dias para 30
dias ap6s vacinagdo), nos ensaios ELISA indireto. Todas as vacinas concederam valores de
RPS elevados ap6s infecdo, superiores a 70%. A vacina pVAX-Frag6-GFP suplementada
com Montanide ISA alcancou um RPS de 93%, seguida da vacina contendo o vetor pVAX-
GFP com um RPS de 86% e depois, as vacinas contendo os plasmideos pVAX-Fragl-GFP

e pVAX-Frag6-GFP suplementadas com Montanide ISA e Montanide Gel, respetivamente,
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com um RPS de 73%. Os peixes de controlo, injetados com PBS obtiveram um valor de

RPS de 0%, ndo havendo sobrevivéncia apos 5 dias de infegéo.

Palavras-Chave: Photobacterium; Fotobacteriose; Vacina; FrpA; ELISA; RPS

Vi
Desenvolvimento de vacinas de DNA contra fotobacteriose; Beatriz Santos; 2021



Abstract

One of the most frequent bacteria in aquaculture is Photobacterium damselae subsp.
piscicida. This bacteria is responsible for the photobacteriosis disease, affecting more than
twenty species. One of the major virulence factors of this bacteria is the ability to acquire iron
from the host through the production of specific siderophores, piscibactin, which is
transported by the FrpA protein. There are already some types of vaccines against
photobacteriosis on the market, but there are still no DNA vaccines. This work aims to build
plasmids that encode the genetic sequence of the FrpA protein or fragments of this protein
chosen for having high immunological potential; to develop and produce DNA vaccines using
these same plasmids; to verify their effectiveness, testing them in juvenile sea bass and

using indirect ELISA and relative percent survival analysis.

Three plasmids were designed: one with the complete FrpA gene, pVAX-FrpA-GFP,
and two plasmids with genomic sequences of the chosen fragments, pVAX-Fragl-GFP and
pVAX-Frag6-GFP. Only plasmids with fragments could be obtained. These plasmids were
produced in the necessary amount to vaccinate 78 sea bass (about 15 g) per treatment, with
4 treatments in triplicate. In treatment 1 it was used a vaccine containing pVAX-GFP
supplemented with Montanide ISA 763 A VG adjuvante. In treatments 2 and 3 were used
vaccines supplemented with the same adjuvant, but containing plasmids pVAX-Fragl-GFP
and pVAX-Frag6-GFP, respectively. Finally, in treatment 4 a vaccine also containing pVAX-
Frag6-GFP was used, but supplemented with the adjuvant Montanide Gel 02 PR. The
administered dose of vaccine for each treatment was 1.2 pg pona/g fish. Control fish were

injetated with of sterile PBS.

There was mortality in the 30 days after vaccination, in the group of fish vaccinated
with vaccines supplemented with Montanide ISA (11% in fish vaccinated with pVAX-GFP and
22% in fish vaccinated with pVAX-Fragl-GFP), which may be related to the side effects of
this adjuvant. On the other hand, only in fish vaccinated with this adjuvant were detected
antibody titers and their increase over time (from 15 days to 30 days after vaccination). All
vaccines gave high RPS values after infection, above 70%. Vaccine with pVAX-Frag6-GFP
supplemented with Montanide ISA provided an RPS of 93%, the vaccine with pVAX-GFP
provided an RPS of 86% and the vacines with pVAX-Fragl-GFP and pVAX-Frag6-GFP
(supplemented with Montanide Gel) provided an RPS of 73%. Control fish, vaccinated with

PBS, obtained an RPS value of 0%, with no survival after 5 days of infection.

Key-Words: Photobacterium; Photobacteriosis; Vaccine; FrpA; ELISA; RPS.
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1. Introducao

A criacao e cultivo de animais e plantas aquéticas denomina-se por aquacultura. Um dos
grandes obstaculos em aquacultura € o stress imposto aos peixes devido a intensificagdo da
producdo aquicola. Este deprime a imunidade dos peixes e aumenta a suscetibilidade a
certos agentes patogénicos, para além disso, estes sistemas de producdo favorecem a
sobrevivéncia de bactérias e outros microrganismos, potencializando assim o aparecimento
de doencas bacterianas, virais e parasitarias (Spinos et al., 2017; Pridgeon & Klesius, 2012).
Consequentemente, existe uma mortalidade em massa dos peixes, levando a grandes

perdas economicas neste setor (Harper & Wolf, 2009).

1.1. Photobacterium damselae subsp. piscicida

A familia Vibrionaceae faz parte das y-Proteobactérias e inclui espécies que sao
habitantes comuns do ambiente marinho. Os membros desta familia séo caracterizados por
uma ampla gama de nichos ecoldgicos, incluindo espécies patogénicas, simbidticas e de
vida livre (Thompson et al., 2004).

Uma das espécies patogénicas desta familia € Photobacterium damselae, que inclui duas
subespécies: damselae e piscicida. Estas demonstram diferengas fenotipicas extensas que

contribuem para a distingdo entre si (Thyssen et al., 1998).

A bactéria da subespécie damselae (Phdd), descreve-se como organismo autoctone, de
ecossistemas aquaticos, responsavel pela doenca vibriose em varios animais marinhos,
incluindo peixes, crustaceos e moluscos. Esta pode ser um patégeno primario para

mamiferos, incluindo humanos (Rivas et al., 2011).

A bactéria da subespécie piscicida (Phdp) € uma bactéria gram-negativa, em forma de
bacilo, com as dimensbes entre 0,5 pym e 1,5 yum, sem mobilidade, haléfila, anaerdbia
facultativa, fermentativa e com oxidase e catalase positiva (Romalde, 2002; Baptista et al.,
1996; Janssen & Surgalla, 1968). Infeta apenas espécies de peixes (Magarifios et al.,
1996a), sendo o agente causador da fotobacteriose, também conhecida como pasteurelose
ou pseudotuberculose. Esta é uma doenca bacteriana que afeta cultivos a escala mundial,
devido a sua vasta gama de hospedeiros economicamente importantes, ampla distribuicdo

geografica e elevada mortalidade (Barnes et al., 2005; Toranzo et al., 2005; Romalde, 2002).

Esta bactéria foi inicialmente isolada de popula¢des de ambiente natural de perca branca
(Roccus americanus) em 1963 durante uma epizodtica massiva na Baia de Chesapeake,

EUA (Snieszko et al., 1964). Foi conhecida inicialmente como Pasteurella piscicida, porém,
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baseado nos estudos da sequéncia de rRNA e hibridacdo DNA-DNA (Gauthier et al., 1995),
a bactéria foi renomeada como Photobacterium damselae subsp. piscicida (Truper & De’
Clari, 1998).

Afeta mais de 20 espécies de peixes, entre elas a dourada (Sparus aurata) e o robalo
europeu (Dicentrarchus labrax), que sdo espécies cultivadas na Europa, incluindo paises
como Franca, Italia, Malta, Espanha, Grécia e Portugal (Toranzo et al., 2005).
Comparativamente a dourada, o robalo parece ser muito mais sensivel a bactéria Phdp
(Athanasopoulou & Bitchava, 2010). Além destas, esta doenga afeta também outras
espécies emergentes de cultivo de elevado valor comercial, como o linguado (Solea
senegalensis e S. solea) (Morais et al., 2016; Arijo et al., 2005; Zorrilla et al., 1999), a cobia
(Rachycentron canadum) (Guo et al., 2015; Ho et al., 2014; Liu et al., 2003), e a corvina
(Argyrosomus regius) (Costa et al., 2017).

Um individuo afetado com esta doenca pode ou ndo apresentar sinais externos da
doenca, dependendo da espécie afetada. Esta pode ocorrer de duas formas: aguda e
cronica (Toranzo et al., 2005; Magarifios et al., 1996a). Na forma aguda os sinais externos
sdo pouco visiveis, sendo possivel observar pequenas hemorragias nos opérculos ou na
base das barbatanas e escurecimento da pele. A nivel interno, podem apresentar

esplenomegalia e lesGes (Romalde, 2002; Magarifios et al., 1996a).

Na forma crénica os 6rgaos internos apresentam nodulos brancos, que representam as
acumulagcbes da bactéria (Liu et al., 2003). O rim, o baco e o figado apresentam
acumulac6es de macréfagos com varias bactérias intactas (Toranzo et al., 2005; Baptista et
al., 1996; Magarifios et al., 1996a).

As larvas e 0s juvenis sdo mais suscetiveis a doenca. Houve estudos que comprovaram
que a infe¢do aguda induz 90-100% de mortalidade em douradas juvenis e que as douradas
com mais de 50-100g sdo mais resistentes (Noya et al., 1995). Esta resisténcia deve-se a
maior eficiéncia da fagocitose e morte da bactéria por neutréfilos e macréfagos (Bakopoulos
et al., 2015; Acosta et al., 2004; Bakopoulos et al., 1995).

A bactéria Phdp permanece viavel em agua durante 4 a 5 dias, e por isso concluiu-se
gue a agua nao é um reservatoério primario (Toranzo et al., 1982; Janssen & Surgalla, 1968).
No entanto, apesar deste microrganismo nao parecer persistir por muito tempo em forma
cultivavel sem peixes, as células de Phdp podem entrar num estado "viavel, mas nédo
cultivavel" em resposta a stresses ambientais, como fome, exposi¢éo a antibidticos ou baixa
temperatura, permitindo que a célula entre num estado de dorméncia e sobreviva até que as
condigBes permitam a ressuscitacao e reinicio de infecdo (Pinto et al., 2015; Oliver, 2010;

Magarifios et al., 1994a).
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Este patdégeno pode ser transmitido tanto verticalmente, a partir de fluidos ovaricos e
seminais de peixes, como horizontalmente, de peixe para peixe (Toranzo et al., 2005;
Magarifios et al., 1996a; Austin & Austin, 1989).

Vérios estudos indicam que a Phdp é um patdégeno intracelular facultativo de peixes que
promove a sua internalizacdo nos tecidos do hospedeiro e que é capaz de ocupar
macrofagos e células epiteliais de diferentes espécies de peixes (Acosta et al., 2009;
Elkamel et al., 2003; Lépez-Doriga et al., 2000; Magarifios et al., 1996a; Noya et al., 1995).
A aderéncia é um fator importante na patogenicidade bacteriana, pois promove a libertacdo
de toxinas (Magarifios et al., 1996b). Esta € mediada por um recetor de proteina ou
glicoproteina da superficie celular bacteriana, e a internalizacdo da bactéria no hospedeiro
ocorre por um mecanismo dependente de microfilamento de actina (Magarifios et al.,
1996a), com o metabolismo celular desempenhando um papel ativo (Acosta et al., 2009).
S&o conhecidos véarios mecanismos de viruléncia de Phdp. O material capsular
polissacarideo desempenha um papel importante na patogénese da bactéria, conferindo
resisténcia a morte sérica e aumentando a mortalidade de peixes (Magarifios, 1996). Além
disso, a sobrevivéncia intracelular do patégeno confere protecdo contra defesas especificas
e inespecificas do hospedeiro e agentes antimicrobianos exdgenos (Swain et al., 2014;
TuSevljak et al., 2013; Magarifios et al., 1996b).

Um dos fatores chave de viruléncia presente em Phdp é a capacidade de adquirir ferro
do hospedeiro para producgéo de sideréforos (Osorio et al., 2015; Magarifios et al., 1994b).
Phdp tem a capacidade de adquirir ferro de fontes de ferro in vivo, como de hemoglobinas
(Magarifios et al., 1994b), fazendo com que haja uma limitacdo deste composto no
hospedeiro que resulta num aumento de estirpes virulentas (Lemos & Osorio, 2007). A
Phdp sintetiza um sideréforo especifico conhecido como piscibactina (Souto et al., 2012). A
proteina de membrana FrpA é a proteina recetora de piscibactina e desempenha um papel
fundamental na viruléncia de Phdp (Valderrama et al., 2019). Sideréforos sdo compostos de
baixo peso molecular (150 a 2000 Da) e com grande afinidade ao ferro (Boukhalfa &
Crumbliss, 2002). Como se pode observar na Figura 1, os complexos sideréforo-ferro séo
transportados para a célula bacteriana por recetores de membrana externa e
transportadores especificos, os TBDTs (transportadores dependentes de TonB) (Postle &
Larsen, 2007). Os complexos sideroforo-ferro do meio extracelular sao reconhecidos pelo
seu TBD especifico correspondente, que transporta o complexo sideréforo-ferro para o

periplasma da bactéria Phdp (Schalk et al., 2012).
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Sideréforo-ferro

ME T8DT TonB Bok ‘

Z Dominio de sinalizacao
Periplasma

i ’
Citoplasma

1 Sigma FEC
i‘/RNA Pol

Genes de transporte de ferro

Figura 1 — TBDTs envolvidos na captacdo de sideréforo-ferro e em cascatas de sinalizacdo que
regulam a expressao de genes envolvidos na aquisicdo de ferro. ME: Membrana externa; MI:
Membrana interna. Adaptado de Schalk et al. (2012)

Alguns TBDTs também estdo envolvidos em cascatas de sinalizacdo que regulam a
transcricdo de genes que codificam proteinas envolvidas na captagdo de ferro (Figura 1).
Esta cascata de sinalizacdo é iniciada pela ligacdo do complexo sideroforo-ferro ao TBDT e
envolve varios componentes: o dominio de sinalizagdo N-terminal do TBDT, a proteina
reguladora sigma da membrana interna e o fator sigma da funcéo extracitoplasmatica (FEC).
Ambas as funcdes de transporte e indugéo requerem transducao de energia da “maquinaria”

de TonB na membrana interna (Schalk et al., 2012).

A primeira linha de defesa em aquacultura é a utilizacéo de antibiéticos, sendo a primeira
forma de tratamento da fotobacteriose; porém, Phdp adquiriu resisténcia aos antibioticos
devido ao aparecimento de um plasmideo que codificava a resisténcia a varios antibiéticos
(Del Castillo et al., 2013), como, ampicilina, clorofenicol, tetraciclina e canamicina (Kan)
(Baptista et al., 1996). Além disso, antibidticos utilizados em aquacultura e os seus produtos
de degradacao podem causar efeitos nocivos ndo sé a saude humana e animal, mas
também no ambiente natural (Shah et al., 2014; Cabello et al., 2013). A quimioterapia no
tratamento da doenga, mostrou-se ineficaz, devido a ampla resisténcia aos antibioticos e ao

parasitismo intracelular de Phdp nos macrofagos durante a infecdo (Romalde, 2002).
Ao contrario do sistema imunitario dos mamiferos, os mecanismos imunoldgicos em

peixes acionados apds a vacinacdo, ndo sdo completamente conhecidos, principalmente

apoés a imunizagdo com vacinas de DNA (Pellizzari et al., 2013).
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1.2. Sistema imunoldgico dos teledsteos

O sistema imunoldgico dos peixes teledsteos, como em todos os vertebrados, pode ser
dividido em dois subsistemas: o0 sistema imunoldgico inato e o sistema imunol6gico
adaptativo (Figura 2). A primeira linha de defesa dos peixes é 0 sistema imunoldgico inato,
que responde a infecao nas fases iniciais, mas nao retém memoria das respostas anteriores
(Romo et al.,, 2016). Neste sistema estdo incluidas as barreiras fisicas, como a pele
(escamas e muco), as branquias e a camada epitelial do trato gastrointestinal, componentes
celulares (exemplo: fagocitose), e respostas humorais (exemplo: imunoglobulinas)
(Magnaddéttir, 2006).

Sistema imunolégico inato Sistema imunolégico adaptativo

Barreiras fisicas
Células T

e
' — Células T efetoras
...... —_— APCs Linfécitos T

Yy
—~— ¥
Barreiras epiteliais; Branquias; Muco ao ‘ o . \|

C +

P

@ h . Células B

Fagbcitos Células dendriticas Linfocitos B Plasmade células  Anticorpos

A - @ -+

Complemento Células NK

[ Horas Dias

0 6 12 1 4 7
Tempo apés infegao

Figura 2 - Sistema imunolégico inato (esquerda) e adaptativo (direita). Tempo de respostas
de cada sistema imunolégico. Os mecanismos da imunidade inata fornecem a defesa inicial
contra infecBes (primeiras horas). As respostas imunes adaptativas desenvolvem-se mais

tarde. Os tempos de resposta podem variar. APCs: Células apresentadoras de antigénio

Quando uma célula imune inata encontra um agente patogénico especifico reconhece o
padrdao molecular que |Ihe esta associado, ativa-se e dependendo do seu subtipo celular
participa em varias respostas, incluindo, a fagocitose e subsequente destruicdo do
patégeno, producdo de varias citocinas e ativacdo do sistema imune adaptativo por meio da

apresentacdo de antigénio junto com a estimulacéo de citocinas (Smith et al., 2019).

z z

Quando o patdégeno persiste, 0 sistema imunolégico adaptativo é recrutado. Este é
altamente especifico para um determinado antigénio e fornece uma imunidade de longa
duracdo (Brazeau & Friedman, 2015; Flajnik & Kasahara, 2010; Magnadéttir, 2006). As
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células T e B séo dois componentes principais da imunidade adaptativa, sendo o0s
elementos-chave das respostas imunes mediadas por células e humorais, respetivamente
(Mogensen, 2009). A resposta celular € mais importante que a imunidade humoral na
protecdo dos peixes contra a fotobacteriose (Margarines, 1994d). O principal papel das
células B é produzir imunoglobulinas de alta afinidade contra o antigénio estranho. O recetor
de células T esta sempre ligado a sua membrana e, uma vez estimulado via interacdo com o
antigénio e na presenca de coestimulacdo ativara a célula T para funcionar como uma célula
T auxiliar (CD4+) ou uma célula T citotoxica (CD8+) (Smith et al., 2019). Os anticorpos
produzidos pelas células B podem neutralizar ainda mais os microbios invasores ou limpar
as células infetadas (ou patdgenos opsonizados) por meio de sistemas mediados por células
(Mogensen, 2009).

A defesa do hospedeiro contra patégenos como Phdp € iniciada pelo sistema imune
inato, particularmente a modulacdo da expressdo de citocinas inflamatorias, que
desempenha papéis cruciais na diferenciacdo, maturacao e ativagdo de células imunes (Zou
& Secombes, 2016; Secombes & Ellis, 2012).

Uma das alternativas mais promissoras e mais eficazes de controlar a fotobacteriose é a
utilizacdo de vacinas (Valderrama et al., 2019; Hastein et al., 2005), possivel devido a
memoria imunolégica. A memoéria é mantida por um subconjunto de linfécitos B e T
chamados células de memaria, que podem sobreviver por anos no organismo. As células de
memoria permanecem prontas para responder rapida e eficientemente a um encontro
subsequente com um patdgeno, dando origem as chamadas respostas secundarias mais

fortes e mais rapidas (Litman et al., 2010).

1.2.1.ELISA - Enzyme-linked immunosorbent assay

7

Um dos testes imunolégicos mais utilizado é a analise de imunoabsor¢cdo enzimética,
ELISA. Este ensaio deteta e quantifica compostos como anticorpos, antigenos,
glicoproteinas e hormonas em amostras biol6gicas utilizando anticorpos especificos. Esta
técnica é normalmente realizada em placas de poliestireno de 96 pocos, fazendo com que

seja possivel analisar varias amostras em simultaneo (Engvall & Perlmann, 1971).

Existem diferentes métodos de ELISA. Estes podem ser os métodos de captura e
detecdo diretos, indiretos ou sandwich, como esta representado na Figura 3. O ensaio
ELISA sandwich é o mais utilizado, devido a sua sensibilidade e especificidade (Hnasko,
2015).
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Figura 3 - Diferentes métodos de ELISA. Elisa direto, indireto e sandwich. Ag: Antigénio.
Adaptado da plataforma Researchgate, https://www.researchgate.net/figure/ELISA-assays-
Direct-ELISA-mostly-used-for-antigendetec tion-Indirect-ELISA-mainly-used_fig3_ 320265684

O método de detecdo direta utiliza um anticorpo primario que reage diretamente com o
antigénio e estd associado a uma enzima ou a um marcador. Esta detecdo pode ser
realizada com um antigénio imobilizado diretamente na placa de ensaio ou com o formato de
ensaio de captura. As vantagens deste método € a rapidez do processo, pois utiliza apenas
um anticorpo, sdo necessdrias menos etapas e ndo existe a possibilidade de reatividade
cruzada do anticorpo secundario. Existem algumas desvantagens como: a necessidade de
marcacado de anticorpos primarios para cada ensaio ELISA especifico, que é demorada e
dispendiosa, existéncia de um numero limitado de anticorpos primarios conjugados

disponiveis comercialmente e o facto da amplificacdo do sinal ser minima (Hnasko, 2015).

O método de detecdo indireta baseia-se na utilizacdo de um anticorpo secundario
marcado ou um complexo biotina-estreptavidina que apds se unir ao anticorpo secundario
vai amplificar o sinal. O anticorpo primario é especifico para o antigénio, normalmente um
anticorpo monoclonal (produzido em ratos) enquanto o anticorpo secundario (anticorpo
policlonal) tem especificidade em relacdo ao tipo de anticorpo primario. Algumas vantagens
deste método séo: o mesmo anticorpo secundério marcado pode ser utilizado para detegéo
de distintos anticorpos primarios, tornando-se versatil; o anticorpo primario pode ser
reconhecido pelos varios epitopos do anticorpo secundario marcado, permitindo uma
amplificacdo do sinal e 0 aumento da sensibilidade; e diferentes métodos de detecdo podem
ser utilizados com o mesmo anticorpo primério. Porém, é necessaria uma etapa extra de
incubacado e a reatividade cruzada pode ocorrer com o anticorpo secundério, fazendo com

gue haja um sinal inespecifico (Hnasko, 2015).
No ELISA sandwich séo utilizados dois conjuntos de anticorpos para detetar antigénio. A

placa de teste é revestida com o anticorpo de captura, que corresponde a um anticorpo

criado contra o antigénio de interesse. De seguida coloca-se a amostra biolégica, e o
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antigénio que existe na amostra vai ligar-se ao anticorpo de captura anteriormente colocado.
Posteriormente, adiciona-se o anticorpo de detecdo. O anticorpo de detecdo estd marcado
com uma enzima (como por exemplo fosfatase alcalina), e este liga-se ao antigénio alvo que

ja foi indiretamente ligado a placa.

Todos os distintos ELISA sao finalizados, com adicdo de um substrato da enzima,
normalmente cromogéneos, que convertem o substrato num produto corado, sendo este

quantificado com um espectrofotometro para microplacas (Paulie et al., 2006).

1.3. Vacinagao em aquacultura

A vacinacgdo é uma estratégia fundamental para controlar e prevenir o aparecimento de
doencas infeciosas na aquacultura. Existem trés meios principais de administrar as vacinas:

imerséo, via oral e por injecdo (Kitiyodom et al., 2019).

O método de imerséo é o mais pratico e simples, porém possui pouca eficiéncia devido a
dificuldade de captacéo de antigénios por parte das branquias e pele (Kitiyodom et al. 2019).
Existem diferentes protocolos, dos quais o mais utilizado é o da imersédo direta (Dl),
induzindo menos stress, conferindo uma melhor protecdo, quando comparado com outros
protocolos de imersdo, como por exemplo o da infiltracdo hiperosmotica (HI). Na vacinacéo
por DI os peixes sao transferidos para um tanque com agua que contém a vacina, durante
um determinado periodo de tempo, ap6s o qual regressam ao seu tanque (Plant & LaPatra,

2011).

As vacinas orais sao produzidas revestindo a racdo com um antigénio ou mistura de
antigénios. O fornecimento de vacina na alimentacdo dos peixes tem duas vantagens
principais: ndo induzir stress e maior facilidade em administrar a vacina a um grande numero
de peixes ao mesmo tempo. Algumas desvantagens deste meio de administracdo sdo a
dificuldade de determinar a quantidade exata que cada peixe consome, ou seja, a dose de
vacina recebida, e a necessidade de a vacina intacta no sistema digestivo dos peixes até

alcancar o segundo segmento do intestino onde sera absorvida (Quentel & Vigneulle, 1997).

A vacinacgao por imersao e por via oral sdo métodos eficazes e praticos para a vacinacdo
de larvas de peixes e de peixes de pequenas dimensdes. A vacinagdo por imerséo pode ser
usada em larvas de dourada a partir de 90 dias (p6s-eclosédo; 160 mg), devido que a esta

idade as lavas j& demonstram uma competéncia da resposta por parte do sistema
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imunolégico contra os antigénios testados (Hanif et al., 2005; Fernandez-Alonso et al.,
1999).

A vacinacdo por injecdo fornece, uma quantidade determinada de vacina diretamente
para o peixe, fazendo com que haja maior probabilidade de eficacia e protecdo de longa
duracdo (Mitchell, 1995). No entanto, existem varias limitacbes neste método,
principalmente, o facto dos processos de manuseio e de anestesia induzirem stress nos
peixes. A vacinagao por injecdo pode ser administrada por via intraperitoneal (i.p.) e por via
intramuscular (i.m.) (Corbeil et al., 2000). Uma das vantagens da vacinacdo por injecéo é a
possibilidade de se aumentar a imunogenicidade da vacina pela adicdo de um adjuvante. As
vacinas injetaveis para peixes sédo frequentemente formuladas com um adjuvante & base de
6leo, mas o seu uso tem efeitos secundarios, sendo comum observar lesées no local da
injecdo (Midtlyng et al.,1996), nos 6rgdos internos e na parede peritoneal (Mutoloki et al.,
2004).

Um dos adjuvantes utilizados para a vacinacdo em peixes € Montanide ISA 763 A VG.
Este adjuvante é bastante eficiente e ajuda a alcangcar uma resposta imune protetora a longo
prazo, melhorando a entrega do antigénio as células alvo (Thim et al., 2014). No estudo de
Soltani et al. (2016), o uso deste adjuvante aumentou a eficacia da vacina contra Y. ruckeri,
uma bactéria Gram-negativa. Estes resultados devem-se, segundo os autores, ao facto
deste adjuvante conseguir retardar a libertacdo das particulas de antigénio absorvido

originando um prolongamento da exposi¢cao ao antigénio.

As vacinas podem ser formuladas com microrganismaos vivos atenuados, microrganismos
mortos ou toxinas inativadas. As vacinas que utilizam microrganismos vivos tém como
vantagem a producdo de imunidade humoral e celular, e geralmente requerem apenas um
refor¢co. Porém, apresentam também desvantagens, como o risco de reversdo a sua forma
virulenta e a instabilidade intrinseca, tornando-as dificeis de administrar. As vacinas que
utilizam microrganismos mortos ou inativados e as vacinas de tox6ide geram uma resposta
imunoldgica mais fraca e normalmente requerem doses multiplas, mas sdo mais seguras
(Peek et al., 2008).

1.3.1.Vacinas contra fotobacteriose

Ja foram relatados e testados alguns tipos de vacinas contra Phdp (Tabela 1) e algumas

estao disponiveis comercialmente.
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Tabela | — Vacinas desenvolvidas contra Photobacterium damselae subsp.

Lipoproteina
(PDP 0080)

Antigénios rHSP60,
rENOLASE e rGAPDH

Bactéria morta com
formalina

Bactéria morta com
formalina com E. coli
LPS

Mutante de aroA vivo
atenuado

LPS misturado com
bactéria morta por
cloroférmio

Bactéria inativada com
formalina enriquecida
com ECP

Bactéria viva atenuada

Bactéria morta por
calor e formalina

Tipos de vacina

Vacina de
subunidade
recombinante

Vacina de
subunidade
recombinante

Inativa

Inativa

Atenuada viva

Inativa

Inativa

Viva atenuada

Inativa

Tipo de
produto

Experimental

Experimental

Licenciada

Experimental

Experimental

Experimental

Comercial

Experimental

Experimental

Método de

administracao (Dose)

Injecdo i.p.
(25 pg/ peixe)

Injecao i.p.
(100 pg/ peixe)

Imerséo

Imersao

Injec&o i.p. e imerséo

Injecao i.p.
(0,1 mL/peixe)

Imerséao

(6 x 10° UFC/peixe)

Imerséao

Imerséo e via oral

piscicida

Juvenis de espécie(s)

Dicentratchus labrax

Rachycentron canadum L.

Dicentratchus labrax
e
Seriola quinqueradiata

Sparus aurata

Robalo hibrido

Seriola quinqueradiata

Sparus aurata,
Seriola quinqueradiata e
Roccus americanu)

Seriola quinqueradiata

Seriola quinqueradiata

Observacfes

Producao de anticorpos séricos especificos;
Maior mortalidade cumulativa no controlo
comparado aos peixes vacinados; Nao se
registou doenca nos peixes sobreviventes.

Resposta imune rapida e persisténcia apos
42 dias; RPS 65%, 62% e 56%; Maior
producéo de anticorpos especificos e maior
imunidade protetora (comparado com
outros antigénios).

Provoca uma forte resposta de anticorpos
nas branquias e mucosas que podem
bloquear a entrada de patégenos e
colonizacgéo.

Mortalidade cumulativa inferior e protecéo
superior em larvas provenientes de
progenitores imunizados comparativamente
a larvas provenientes de pais nao
imunizados; Producéo de anticorpos
especificos.

N&ao houve mortalidade quando utilizada a
dose de 108 ou 10" UFC/mL por via de
imerséo; RPS de 85%.

Taxa de mortalidade inferior nos peixes
vacinados comparado aos peixes controlo;
Ap0s 63 dias da vacinacao RPS foi de
47,4%.

Nivel de protec¢édo significativo alcangado;
Valores de RPS de 85 a 90%;

Taxa de mortalidade inferior nos peixes
vacinados comparado aos peixes controlo;

Taxa de mortalidade inferior nos peixes
vacinados comparado aos peixes controlo;

Referéncias

Andreoni et al., 2013

Ho et al., 2011

Barnes et al., 2005

Hanif et al., 2005

Thune et al., 2003

Kawakami et al., 1997

Magarifios et al, 1994c

Kusuda & Hamaguchi,
1988

Fukuda & Kusuda, 1981
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Uma das vacinas disponiveis comercialmente € uma preparacdo de bactérias
enriguecida com produtos extracelulares (ECP). Esta foi utilizada com sucesso, em
Espanha, Turquia e Grécia, e insucesso, em ltdlia (Hastein et al., 2005; Magarifios et al.,
1994c).

Muitas das vacinas testadas ndo demonstram uma protecdo satisfatoria. Isto deve-se a
existéncia de varios obsticulos, tais como: a dificuldade de tornar os antigénios
imunogénicos; dificuldade de induzir a resposta imunitaria certa para obter protecao,
particularmente quando a imunidade mediada por células é necessaria; a dificuldade de
estimar a eficacia das vacinas piloto quando faltam correlacbes empiricas que requerem
ensaios clinicos desafiadores que sdo caros e fornecem informagdes limitadas (Secombes,
2008).

No Japédo, nove empresas farmacéuticas comercializam vacinas para peixes, com 29
formulacdes de vacinas foram aprovadas até 2018. Algumas delas foram desenvolvidas
para combater Phdp, tais como: uma vacina bivalente e outra trivalente para o género
Seriola, S. lalandi (20-110 g) e S. dumerili (20-210 g), administradas por injecdo (0,1
mL/peixe), tendo como adjuvante Montanide ISA 763 A VG, duas vacinas tetravalentes
ambas administradas por injecdo e com doses de 0,1 mL/peixe, uma para S. quinqueradiata
(20-1000 g), também com adjuvante Montanide ISA 763 A VG, e outra para S. lalandi (30-
300 g), porém com adjuvante fucoidan. Todas estas vacinas sdo produzidas com patégeno
inativado e nenhum outro tipo de vacina (vivas atenuadas, de subunidades recombinantes

ou vacinas de DNA) foram licenciadas para aquacultura no Japao (Matsuura et al., 2019).

A Phdp morta com formalina também foi ligeiramente eficaz por imersdo (Magarifios et
al., 1994d). Bactérias mortas com cloroférmio misturadas com lipopolissacaridos (LPS-CKC)
conferiram uma melhor protecdo na S. quinqueradiata contra Phdp, quando administrada

por injecéo (Kawakami et al., 1997).

O progresso nas tecnologias de biologia molecular permitiu o desenvolvimento de novas
formulacdes de vacinas, tais como subunidades purificadas (proteinas ou glicoproteinas) de
Phdp, que séo clonadas e purificadas a partir de culturas de estirpes recombinantes de
Escherichia coli (E. coli), em combinagdo com adjuvantes ou sistemas de nano e microvetor
(Andreoni et al., 2016; Ho et al., 2014; Andreoni et al., 2013).
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As proteinas da membrana externa das bactérias que sdo relacionadas a aquisicao de
ferro foram propostas como antigénios eficientes para formular vacinas de subunidades

contra varios agentes patogénicos bacterianos (Bonin et al., 2014; Brumbaugh et al., 2013).

1.3.2.Vacinas de DNA

Uma estratégia de vacinagao para prevenir doencas infecionas € a imunizacdo com DNA.
Esta consiste na administracdo direta de um fragmento de DNA circular (plasmideo) que
codifica uma proteina especifica imunogénica. O objetivo € que a expressao dessa proteina
seja realizada pelas células hospedeiras e que sejam reconhecidas pelo sistema

imunoldgico do hospedeiro (Ray, 1997; Doe et al., 1996).

As vacinas de DNA sdo mais estaveis, econdmicas, faceis de fabricar e seguras no
manuseio, quando comparadas com as vacinas convencionais baseadas em proteinas
(péptidos) destinadas a induzir respostas imunes adaptativas especificas ao antigénio
(Prazeres & Monteiro, 2014). Algumas vacinas de DNA foram aprovadas por organizacdes
como FDA (Food and Drug Administration) e USDA (United States Department of
Agriculture) para uso veterinario (Atherton et al., 2016; Dauphin & Zientara, 2007). A
seguranca geral das vacinas de DNA foi amplamente comprovada em varios ensaios
clinicos, sublinhados pelo facto de que ndo se detetar nenhuma resposta imunitéria
(anticorpos) contra as componentes procaridticas da vacina de DNA e que os efeitos
adversos sao limitados a uma reatividade moderada no local da injecdo (Fioretti et al.,
2013).

Kumar et al. (2007), desenvolveu uma vacina de DNA contra a bactéria Vibrio
anguillarum, uma bactéria da familia de Phdp, para perca-gigante (Lates calcarifer). Esta
vacina é recomendada para ser administrada por injecao intramuscular em peixes com 10 g,
com uma dose de 20 ug de DNA especifico (2 pg/g de peixe). A taxa de mortalidade em
peixes vacinados foi menor comparada com os peixes de controlo (vacinados com tampéo
fosfato-salino (PBS) e o plasmideo sozinho), conferindo uma protecdo com um valor de
percentagem relativa de sobrevivéncia (RPS) de 55,6%. Os peixes vacinados também
apresentaram menores lesfes, no rim, figado e baco, e uma percentagem menor de

alteracdes histolégicas, comparado com os peixes controlo.
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1.4. Utilizacdo de nanoparticulas em vacinas

As nanoparticulas podem ser utilizadas para potencializar a resposta imune das vacinas

genéticas baseadas em vetores (DeLong & Curtis, 2017).

Nanoparticulas (NPs) sé@o estruturas ordenadas com dimensdes compreendidas entre 1
e 1000 nm e que tém grande potencial para suplementar vacinas (Kelly et al., 2019). As
nanoparticulas podem ser categorizadas como de base organica (por exemplo,
nanoparticulas de lipidos estruturados, nanoparticulas poliméricas biodegradaveis e vetores

virais), de base inorganica ou uma combinacéao hibrida dos dois (Kitiyodom et al., 2019).

As nanoparticulas de base organica sdo biocompativeis, biodegradaveis e relativamente
faceis de produzir (Zolnik et al., 2010; Chiu et al., 2009), melhorando a biodisponibilidade do
antigénio in vivo e influenciando a resposta imune inata e adaptativa, incluindo a geracéo de
células de memodria, que séo essenciais para o sucesso de uma vacina (Bolhassani et al.,
2014; Arama et al., 2011).

O encapsulamento da vacina de DNA é uma estratégia adequada para entregar
antigénios na superficie das mucosas com o objetivo de induzir imunidade, conseguindo a
translocacdo para células que apresentem o0s antigénios no compartimento subepitelial
(células dendriticas e macrofagos) para iniciacdo de respostas de células T citotoxicas,
recrutamento de células T auxiliares e ativacdo de células assassinas naturais (NK)
(Mutoloki et al., 2015; Fuglem et al., 2010). O antigénio administrado por via oral também
pode ativar as células B e a producdo de anticorpos via células CD4+, resultando em
resposta imune humoral adaptativa (Embregts & Forlenza, 2016), gerando uma resposta
imune mais forte (Zhao et al., 2014; Nandedkar, 2009). A eficiéncia de uma vacina é
verificada pela presenca de anticorpos especificos para o patdgeno-alvo. Além de
proporcionarem a entrega da vacina de DNA, as NPs protegem o DNA da degradacdo
enzimatica, principalmente por parte de DNases e da degradacdo causada pelo baixo pH
(Rivas-Aravena et al., 2013; Mahapatro & Singh, 2011).

Para caracterizar nanoparticulas ha propriedades importantes a serem consideradas,
como o tamanho/didmetro médio (Z-average), o potencial zeta e o indice de polidispersidade
(PDI). O tamanho médio e o PDI podem ser obtidos através da técnica de disperséo
dindmica de luz (DLS) e o potencial zeta por mobilidade electroforética de particulas. O
tamanho da particula (Z-average) é definido como o didmetro de uma esfera dura hipotética

gue se difunde da mesma forma que as nanopatrticulas que estdo a ser medidas (Cho et al.,
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2013). Este valor sO é significativo se a amostra possuir apenas particulas esféricas e
monodispersas, fazendo com que este parametro seja muito sensivel a pequenas mudancas
na amostra (Kumar, 2007). O indice de polidispersidade (Pdl) é um parametro adimensional
utilizado para estimar a uniformidade média de uma solucdo coloidal de particulas. Quanto
maior o valor de Pdl maior é a distribuicdo de tamanho entre particulas na amostra. Um
valor alto de Pdl também pode significar agregacédo de nanoparticulas (Clayton et al., 2016).
Finalmente, o potencial zeta € um parametro indicador da carga superficial da nanoparticula.
Nesta medi¢c&o é aplicado um campo elétrico em toda a amostra e € medida a mobilidade
eletroforética das nanoparticulas pela velocimetria Doppler. Estas medi¢cdes dependem da
forca e valéncia dos ibes que estdo presentes em suspensdo na amostra. Quanto maior for
a forca i6nica e quantidade de ides de alta valéncia menor é o potencial zeta (Cho et al.,
2013).

Algumas macromoléculas naturais sao utilizadas para a preparacao de nanoparticulas,
tais como gelatina, alginato, quitosano e agarose. Estes sdo polimeros hidrofilicos (Calvo et
al., 1997).

1.4.1.Nanoparticulas de quitosano

O quitosano (Figura 4) é um polimero de hidratos de carbono modificado e preparado
pela N-desacetilagdo parcial da quitina, um biopolimero natural derivado de crustaceos,
insetos e alguns microrganismos. A desacetilacdo altera a conformacdo da cadeia e as
propriedades eletrostaticas da quitina, fazendo com que haja um aumento da sua
solubilidade e deixando grupos amina reativos ao longo da cadeia polimérica, pelo que se
podem obter derivados com caracteristicas especificas pela adigcdo de diferentes moléculas
nessas zonas. Este composto possui propriedades antimicrobianas, anti-inflamatérias,
hemostaticas e antivirais, e capacidade de inibir tumores, regenerar tecidos, curar lesbes e

ser um imunoestimulante (Ghendon et al., 2008; Davis, 2006; Ouiji et al., 2002).

OH OH OH
HO 0 lo 0 lo 0
HO HO HO OH
NH, NH, NH,
- -n

Figura 4 - Estrutura quimica de quitosano. Retirado de Mahapatro & Singh, 2011
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As nanoparticulas de quitosano tém sido utilizadas na preparacdo de vacinas de DNA
(Zhao et al., 2014). As vantagens da sua utilizacdo em nanoparticulas decorrem deste ser
um biopolimero ndo téxico, biocompativel e biodegradavel, tendo também a vantagem na
muco-adesividade que ajuda na aderéncia das particulas a membrana mucosa facilitando a
entrega da vacina (Rao & Sharma, 1997; Takeuchi et al., 1996), de poder facilmente
modificar-se em formas e tamanhos desejados (Arca et al., 2009), e ser facilmente

excretado nos rins (Kannerstein et al., 1977).

As vacinas de DNA, para peixes, encapsuladas em quitosano sdo viaveis e estaveis,
devido a facil complexacdo de DNA com quitosano devido a sua carga positiva. As
microparticulas protegem o DNA encapsulado da degradacdo pela DNase (Kumar et al.,
2008) e das forcas de atrito (Tian et al., 2008). O encapsulamento de DNA (que codifica
proteinas imunoldgicas de agentes patogénicos) em nanoparticulas de quitosano fornece
um alto nivel de protecdo em peixes contra os respetivos patdgenos (Rivas-Aravena et al.,
2013). Estas nanoparticulas podem, também, abrir reversivelmente as juncdes herméticas
das células epiteliais, melhorando o transporte de antigénios paracelulares através das

superficies epiteliais da mucosa (Dodane et al., 1999; Artursson et al., 1994).

Um dos sistemas de entrega a base de quitosano para aplicacdo oral sdo as
nanoparticulas de quitosano-tripolifosfato (CS-TPP) pois possuem fécil preparacdo e sao
seguras tanto para encapsular péptidos e proteinas (Xu & Du 2003), como plasmideos de
DNA (Csaba et al., 2009). A seguranca e eficacia das nanoparticulas de CS-TPP também
foram demonstradas para a entrega oral de vacinas de DNA contra patégenos bacterianos e

virais de peixes (Vimal et al., 2014; Vimal et al., 2012).

1.5. Plasmideo de DNA

Os plasmideos sdo elementos genéticos extracromossémicos, com forma circular ou
linear, encontrados em muitos microrganismos nos dominios Bacteria, Archaea e Eucaryota
(Shintani et al., 2015). Sao considerados a principal forgca motriz da evolucdo dos procariotas
devido a sua capacidade de colonizarem e se replicarem em células procariotas, podendo
migrar entre populacdes, tornando-os em agentes potentes de transferéncia lateral de DNA
(Wein & Dagan, 2020).

Os plasmideos sdo bastante importantes, ndo s6 na evolu¢cdo microbiana como também

na sua utilizacdo como vetores para a engenharia genética e aplicacdes em biotecnologia,
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biologia sintética e medicamentos (Wein & Dagan, 2020). Juntamente com as enzimas de
restricdo, os plasmideos foram uma das principais ferramentas moleculares no
desenvolvimento da clonagem de DNA e de DNA recombinante (Russo, 2003; Cohen et al.,
1973).

A utilizacdo de plasmideos de DNA para imunizacdo proporcionou imunidade protetora
em alguns modelos animais, sendo considerada uma estratégia Util para vacinas (Sedegah
et al.,, 1994; Ulmer et al., 1993). Antigénios produzidos em células hospedeiras apoés
imunizacdo intramuscular ou intradérmica com DNA iniciam respostas imunes humorais e
celulares (Ulmer et al., 1993; Wang et al., 1993).

As vacinas de DNA podem ser desenhadas tendo como base os plasmideos que
transferem genes que codificam, por exemplo, proteinas que sdo capazes de ativar o
sistema imunologico (Ferraro et al.,, 2011). Estas vacinas podem ser profilaticas, que sdo
administradas para prevenir a doenca-alvo, ou terapéuticas, para induzir o sistema

imunologico a combater a doenga (Prazeres & Monteiro, 2014).

O vetor de um plasmideo tipico € uma molécula de DNA covalentemente fechada
derivada de plasmideos naturais (Prazeres, 2011). As vacinas de DNA plasmidico (pDNA)
combinam uma unidade para propagacdo no hospedeiro microbiano e uma outra que
conduz a sintese da vacina nas células eucariotas, como se pode observar na Figura 5.
Para a producdo de DNA de plasmideo estdo presentes: uma regido de replicacdo e um
marcador de selecdo. A unidade de expressao eucaribtica inclui uma regido promotora,
intron, sequéncia de sinal, gene de vacina e um terminador transcricional (poli A) (Glenting &
Wessels 2005).

Propagagéo de plasmideo Sintese da vacina

Regido de R,
replicagio

Figura 5 — Elementos genéticos de uma vacina de DNA plasmidico. Retirado de Glentig &
Wessels, 2005
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O vetor do plasmideo comercial pVAX1LacZ foi utilizado como modelo de partida para a
construcdo de um outro vetor plasmidico, o pVAX-GFP através da substituicdo do gene lacZ
pelo gene da proteina verde fluorescente (GFP), obtido através do plasmideo pFM20. Este
vetor contém um promotor do citomegovirus humano (CMV), que permite a expressao da
proteina recombinante desejada em células eucaridticas, um gene de resisténcia a
canamicina (Kan) para selecdo em E. coli, impedindo o crescimento de bactérias livres de
plasmideo durante a fermentacdo, uma origem de pMB1, um local de clonagem multipla e

um promotor T (local de preparacao) (Azzoni et al., 2007), como representado na Figura 6.

(3688) Peil Nrul (9)
MiuI (29)
HinclIX (35)

(3374) Apall
SnaBI (391)

(3279) AlwNI

Bsal (677)
Nhel (696)

BmtI (700)
\ AfIII (709)

W\ HindIII (712)
Acc651 (718)

KpnI (722)

BsEXI (749)

Apol - EcoRI (753)
BseRI (793)

(2909) PmIX

PfoT* (1043)
(2568) RsrII
(2554) Nael

(2552) NgoMIV

(2285) BsrDI BsrGI (1472)
(2170) PAIFI - Tth111il - Xbal (1490)
(2154) Fspl Eco01091 - PspOMI (1496)
(2134) Mscl Apal (1500)

(1958) Eagl
(1911) BsaBI* BbsI (1716)
(1868) XemI

Figura 6 — Mapa de pVAX-GFP e as respetivas enzimas de corte. Obtido pelo software Snapgene

A proteina GFP foi inicialmente isolada de uma agua-viva (Aequorea Vvictoria)
(Shimomura et al., 1962) e pode ser expressa em peixes para determinar indiretamente a
expressao da proteina-alvo pela detecdo da fluorescéncia. Este método é utilizado para

verificar se a proteina pretendida esta a ser expressa corretamente (Philips, 2001).

1.6. Reacao em cadeia da polimerase

A reacao em cadeia da polimerase (PCR) é uma técnica utilizada para amplificar um
fragmento de DNA especifico, a sequéncia-alvo. Existem outras técnicas de amplificacéo de
DNA, mas esta é a mais utilizada (Kampke et al., 2001).

A PCR comeca com uma etapa de deshaturacdo utilizando uma temperatura mais alta

(95°C), fazendo com que o DNA de cadeia dupla passe a DNA de cadeia simples. De
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seguida, passa por uma etapa de annealing a temperaturas mais baixas (50-60°C), para que
os primers se liguem ao DNA (hibridizem). Conclui-se a PCR com uma etapa a temperatura
intermédia (72°C), para que haja uma extensdo dos primers, em que uma nova sequéncia
de DNA é sintetizada a custa de reagentes (nucle6tidos) e da enzima Taqg polimerase que
catalisa a reacdo (Kampke et al., 2001; Lodish et al., 2000b) (Figura 7). Estas etapas sdo
repetidas, normalmente, em 25 a 45 ciclos. Em cada ciclo o nimero de copias da sequéncia

desejada € duplicado (Kampke et al., 2001).

a) Estrunira.de. DNA Compostos necessarios para PCR Processo de PCR (1 ciclo)

/ cC G \ ol
; s A T bt Separacdo das -
] % 4 1. Desnaturacao

sequéncias

/ N Acticar

Fosfato Amostra de DNA Primers Nucledtidos

o =
° Hibridacéo dos "
. I"j U/ Driirs 2. Annealing
Tagq polimerase Buffer Tubo de PCR
o

\ (o) b4 Sintese nova

\ vertente de DNA 3. Extensédo
N / Ciclo de

PCR

95

||

55

l
|

72°C

Figura 7 — Componentes necessarios para a reacdo de PCR e etapas efetuadas durante esta
técnica. Adaptado de https://thebiologynotes.com/polymerase-chain-reaction-pcr/

A selecdo dos oligonucledtidos iniciadores (primers) é um processo critico para o
sucesso geral de qualquer PCR. Sem um conjunto de primers funcionais ndo ha formacéao
do produto de PCR (Dieffenbach et al., 1993).

1.6.1.Primers

Os primers funcionam em pares, o primer forward (do sentido 5 para 3’) e o primer
reverse (do sentido 3’ para 5’) (Kampke et al., 2001). O seu design tem como objetivo obter
o equilibrio entre a especificidade e eficiéncia de amplificacdo. Os primers com pouca
especificidade tendem a produzir produtos de PCR com nucle6tidos extra, ndo relacionados
e indesejaveis. Um par de primers eficientes permite amplificar uma sequéncia genética,
teoricamente, de forma 6tima, isto €, uma duplicacdo exata dessa mesma sequéncia para
cada ciclo de PCR (Dieffenbach et al., 1993).
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Existem varios critérios para a escolha e a construcdo de primers tais como: 0 seu
comprimento, a temperatura de melting e a percentagem do contetdo de citosinas/guaninas
presentes (C/G%). O comprimento dos oligonucleétidos deve estar compreendido entre as
18 e 24 bases. Quanto maior for o comprimento do primer menor serd a sua especificidade.
Primers pequenos, com 15 bases ou menos sdo (teis para certas técnicas, como por
exemplo o0 mapeamento de genomas simples. A percentagem de guaninas e citosinas deve
estar compreendida entre 40% e 60%, sendo 50% o ideal, pois esta influéncia a temperatura
de melting (Tm), que se deve situar entre 54°C e 62°C. Pode ser estimada a partir da
equacgdo: Tm= 4(G/C%) + 2(A/T%). A diferenca entre os valores de Tm entre os pares de
primers deve ser inferior a 5°C pois com uma diferenca de temperaturas superiores a
probabilidade de serem menos especificos e menos eficientes aumenta (Dieffenbach et al.,
1993).
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2. Objetivos

O objetivo deste trabalho € o desenvolvimento de vacinas de DNA contra a bactéria
Gram-negativa Photobacterium damselae subsp. piscicida, para administracdo por injecao
intraperitoneal, em peixes de aquacultura. Para tal, pretende-se clonar os genes da proteina
de membrana recetora de piscibactina, FrpA, e de fragmentos com elevado potencial
imunoldgicos desta proteina no vetor pVAX-GFP para induzir a expressédo da proteina e/ou

dos péptidos imunogénicos.

De forma a verificar a eficacia das vacinas de DNA desenvolvida, robalos juvenis serao
vacinados e ap0s o periodo de imunizacao infetados com Phdp. A percentagem relativa de
sobrevivéncia e producdo de uma resposta imunitaria especifica (anticorpos) seréao

analisados para determinar o sucesso das vacinas desenvolvidas.
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3. Metodologia

Todos os procedimentos relativos a 3.1. Desenho e constru¢cao molecular de plasmideos
codificantes de antigénio e 3.2. Desenvolvimento das vacinas de DNA foram elaborados no
iBB-IST, Lisboa, Portugal. Todos os procedimentos relativos a 3.3. Avaliacdo da eficacia das

vacinas de DNA foram elaborados no edificio MARE IPLeiria, Peniche, Portugal.

3.1. Desenho e construcdo molecular de plasmideos codificantes de
antigénio

Da sequéncia da proteina FrpA, com a utilizacdo de andlises bioinforméticas pode
determinar-se quais os péptidos com potencial imunogénico (fragmento 1 (Fragl) e
fragmento 6 (Frag6)). Para a construgéo de plasmideos codificantes de antigénio utilizou-se
um plasmideo previamente construido, pVAX-GFP, no qual se clonou um gene da proteina
alvo, FrpA de Phdp, ou seu fragmento determinado como codificante de péptido

imunogénico. Na Figura 8 é possivel observar as construgdes finais desejadas.

_ | ’ /
CMApromater

pVAX-Frpa-GFP

/ pVAX-GFP

| 3649 tip 5631 bp

pVAK-Fragl-GFP pVAX-Frags-GFP
|
3699 bp ) I6ET bp

| BOHp OIS G

ChRprometar

|
Kanigremols Kan\promstar

Figura 8 - Plasmideos codificantes de antigénio, a partir de um plasmideo construido
anteriormente, pVAX-GFP (A), utilizando a sequéncia da proteina FrpA (B), o fragmento 1 (C) e 0
fragmento 6 (D). Estes dois fragmentos foram selecionados da sequéncia original de FrpA, tal
como descritos no procedimento 3.1.1. Andlises Bioinforméticas
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3.1.1. Andlises Bioinformaticas

Comecou por utilizar-se a ferramenta Basic Alignment Search Tool (BLAST) no National
Center for Biotechnology Information (NCBI), para pesquisar sequéncias da proteina FrpA e
realizar alinhamentos de forma a selecionar a sequéncia proteica a utilizar. A sequéncia
primaria da proteina-alvo selecionada, a proteina de membrana recetora da piscibactina,
FrpA, foi obtida no banco de dados do NCBI (WP_082212545.1).

A analise bioinformatica foi realizada com o objetivo de escolher um ou mais fragmentos
(péptidos) hidrofilos e expostos, isto €, com maior potencial imunogénico, e com um menor
potencial de agregacédo, devido ao tamanho da proteina FrpA ser relativamente elevado
(660 aminoacidos). Esta analise foi efetuada utilizando a sequéncia inserida em formato
FASTA no Immune Epitope Database (IEDB) (http://tools.immune epitope.org/bcell/), sendo
possivel observar a existéncia epitopos (pequenas porcdes de antigénio com potencial de

geral a resposta imune), acessibilidade, flexibilidade, antigenicidade e previsao de hidrofilia.

Para a previsdo do epitopo foram utilizados dois métodos: previsdo de epitopos
BepiPred e previsdo de epitopos BepiPred 2.0. Em relacdo a pesquisa de antigénios de
interesse, os métodos escolhidos foram: a previsdo de acessibilidade de superficie de
epitopos de Emini, a previsdo de flexibilidade de Karplus & Schulz, a antigenicidade de

Kolaskar & Tongaonkar e, por ultimo, a previsao de hidrofilia de Parker.

Utilizou-se o] software Pred-TMBB (http://bioinformatics.biol.uoa.gr/PRED-
TMBB/input.jsp) com o0 objetivo de examinar a representacdo da proteina 2D e avaliar as
regibes da proteina que estdo previstas interagir com o exterior da célula que apresenta
antigénio. Por altimo, utilizou-se 0 servidor NetSurfP
(http://lwww.cbs.dtu.dk/services/NetSurfP/) que prevé a acessibilidade a superficie e

estrutura secundaria.

3.1.2.Desenho de primers

Apos a selecdo dos fragmentos mais imunogénicos efetuou-se o desenho de primers
necessarios para amplificar o gene da proteina FrpA e desenho das sequéncias dos

fragmentos selecionados.

Os primers tém de cumprir certos critérios, como, cada primer deve ter 18 a 24 bases

complementares, a percentagem de bases G/C deve ser de 40 a 60%, a temperatura de
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melting tem de estar compreendida entre 50°C a 60°C e ndo pode existir mais de 5°C de

diferenca entre os primers forward e reverse, como explicado na Secc¢édo 1.6.1. Primers.

Alguns primers ndo cumpriram o critério das 18 a 24 bases complementares para que 0s
outros critérios pudessem ser obedecidos. Houve necessidade de adicionar (i) um codao de
iniciacdo (ATG) a alguns primers para que houvesse a iniciacdo da traducdo e (ii) duas

bases, no inicio da sequéncia, para que houvesse uma juncao da proteina FrpA com GFP.

Utilizou-se o software Tm Calculator de New England Biolabs (NEB)
(https://tmcalculator.neb.com/#!//main) para estimar a temperatura ideal de annealing de
cada conjunto de primers, a temperatura de melting da parte complementar, e as

percentagens das bases G/C de cada primer.

Para constru¢cdo do plasmideo tedrico e para confirmar cada primer, utilizou-se o
software ApE. Para a confirmag&o do plasmideo utilizou-se o programa EXPASy — Translate

tool (https://web.expasy.org/translate/) onde se verificou se o plasmideo seria traduzido tal

como idealizavamos, resultando na proteina escolhida ou fragmentos da proteina

escolhidos, juntamente com a traducao correta da proteina GFP.

3.1.3. Crescimento bacteriano de Phdp

A bactéria Phdp foi providenciada pelo centro de investigacdo MARE IPLeiria, Peniche,

Portugal. Esta foi isolada de um surto em corvina (Micropogonias undulatus).

Em dois tubos de 15 mL, contendo cada um 5 mL de Tryptic Soy Broth (TSB)
suplementado com 2% de NacCl, inoculou-se a bactéria Phdp e deixou-se propagar overnight
a 27°C. Posteriormente incubou-se a bactéria com uma densidade 6tica (DO) de 0,1 em
Erlenmeyers de 100 mL, contendo 20 mL do mesmo meio e mantendo as mesmas
condi¢cBes. Estabeleceu-se uma curva de crescimento da bactéria através da analise da DO
da cultura por espectrofotometria a 600 nm. O processo foi repetido para recolher as células
em % de fase exponencial. Conservaram-se células a -80°C, em criotubos de 1,5 mL com

100 pL, com suplementagéo de 15% de glicerol.

Procedeu-se também a repicagem da bactéria para placas sélidas com o objetivo de

preservar a sua viabilidade por 1-2 semanas. Estas placas foram feitas com meio Trypticase
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soy agar (TSA) com 2% de NaCl. Apés dois dias de crescimento a 27°C foram armazenadas
a 4°C.

3.1.4.Purificacdo de DNA genomico de Phdp

A purificacdo do DNA gendmico (gDNA) da bactéria Phdp foi desempenhada com a
utilizacdo do Wizard genomic purification kit (Promega, Madison, Wisconsin, EUA), seguindo
0 protocolo, mas com uma pequena alteracdo. Estas fracdes purificadas de gDNA de Phdp

foram armazenadas a 4°C, até utilizacdo para amplificacdo do gene da FrpA (Secc¢éo 3.1.6.).

Apo6s purificagdo quantificou-se a concentracdo de acidos nucleicos, em ng/uL, de cada
fracdo utilizando amostras de 1 pL no aparelho NanoDrop™ One/Onec Microvolume UV-Vis
Spectrophotometer (NanoDrop) (ThermoFisher, Waltham, Massachusetts, EUA). Esta
purificagdo e concentragdo medida foi verificada também em eletroforese (condi¢des

descritas no Seccao 3.1.4.1. Eletroforese).

3.1.4.1. Eletroforese

Todas as eletroforeses utilizadas, relativas aos procedimentos 3.1. Desenho e
constru¢cdo molecular de plasmideos codificantes de antigénio e 3.2. Desenvolvimento das
vacinas de DNA, foram elaboradas com gel de agarose 1%, a 100 volts (V) ou 120 V
durante 1 hora ou 1 hora e meia, dependendo da tina de eletroforese utilizada. O padréao de
marcador molecular utilizado foi NZYDNA Ladder Ill, (NZYtech, Lisboa, Portugal), e as tinas
de eletroforese (VWR, Radnor, Pensilvania, EUA). Todos os géis foram corados com
brometo de etidio, e observados com recurso a um sistema de visualizagdo de géis com

transiluminador ultravioleta Eagle Eye (Stratagene, San Diego, Califérnia, EUA).

3.1.5. Cultivo de E. coli e purificacdo do plasmideo pVAX-GFP

Para o cultivo de E. coli DH5a ja transformada com o plasmideo pVAX-GFP recorreu-se
a um inoculo criopreservado, do banco microbiano do BERG (Bioengineering Research
Group) -iBB, em 5 mL de meio Luria Bertani (LB), num tubo de 15 mL, e cultivado a 37° C

overnight.

A purificacdo de pVAX-GFP foi efetuada utilizando o High pure plasmid isolation kit
(Roche, Basileia, Suica). Apos purificagdo verificou-se a concentragdo de cada preparagéo

utilizando o NanoDrop. Esta purificacao foi também verificada através da eletroforese. Estes
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produtos purificados de pVAX-GFP foram armazenadas a 4°C, por alguns dias, até

utilizacdo posterior na Sec¢éo 3.1.7.

3.1.6. Amplificacéo do gene da FrpA

Para a amplificagcdo do gene da proteina alvo utilizou-se uma amostra de gDNA
purificado (Seccdo 3.1.4). Esta foi executada utilizando os primers desenhados
anteriormente para esta proteina e o kit KOD Hot Start Master Mix (Sigma-Aldrich, St. Louis,
Missouri, EUA) com recurso ao protocolo correspondente. Utilizou-se a concentragao
recomendada do gDNA de 100 ng. Na Tabela A | do Anexo estdo presentes os volumes que

foram utilizados.

Fez-se um gradiente de temperaturas entre 48 a 62°C a etapa de annealing, de forma a
identificar qual a melhor temperatura para os primers. Amostras dos amplificados

consequentes foram verificadas através de eletroforese.

A etapa de desnaturacdo, feita a 95°C durante 10 segundos, seguiu-se a etapa de
annealing com um gradiente de temperaturas, durante 10 segundos e, para finalizar, a etapa
de extensao foi feita a 70°C durante 40 segundos. A duracdo da Ultima etapa depende do
tamanho total da proteina; como esta amostra tem aproximadamente 2000 nucledtidos
utilizaram-se os 40 segundos recomendados pelo protocolo de Marter mix. Também se

utilizou o nimero de ciclos recomendado, 40 ciclos.

Apos determinar a temperatura de 6tima de annealing, através da visualizacdo do gel de
agarose dos produtos da PCR obtidos, procedeu-se a mais uma PCR com a temperatura de

annealing selecionada para amplificar a sequéncia da proteina alvo.

Todos os processos de PCR deste trabalho foram realizados no aparelho Thermocycler

T-Gradient ThermoBlock (Biometria, Gottingen, Alemanha).

Observou-se mais do que uma banda nos géis de eletroforese e, por isso, foi necesséario
recortar a banda que corresponde a amostra desejada de forma a obter o gene alvo
amplificado. Apds o recorte a DNA da banda foi purificado com NZYGelpure kit (NZYtech,
Lisboa, Portugal), seguindo o respetivo protocolo. Esta fracdo purificada foi armazenada a

4°C e confirmada utilizando, novamente, eletroforese.
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Estas fractes purificadas foram digeridas, com as condi¢des referidas na Seccéo 3.1.7.
Digestdo do plasmideo pVAX-GFP, com as enzimas de restricdo Nhel, e EcoRIl com o
objetivo de obter o fragmento relativo a sequéncia da proteina FrpA. Estas enzimas de
restricdo foram escolhidas tendo em conta: a sua localizacdo de corte, isto é, estdo situadas
entre o intervalo de nucleétidos fora da regido essencial do promotor Multiple cloning site
(MCS), 637 e 762 bp; cortam o plasmideo pVAX-GFP apenas uma vez; e cortam de maneira
igual. Tanto as enzimas como o0s buffers utilizados sdo da marca NZYtech (Lisboa,

Portugal).

3.1.7.Digestéo do plasmideo pVAX-GFP

Houve necessidade de verificar se o plasmideo pVAX-GFP era de facto digerido pelas
enzimas de restricdo escolhidas, a Nhel e a EcoRI. Para isto utilizaram-se os volumes que

estdo representados na Tabela Il.

Tabela Il - Componentes e volumes necessarios para fazer a digestdo de pVAX-GFP

Componentes Volume (uL)
Nhel e EcoRlI 1
Buffer (para cada um) 2
PVAX-GFP Y
H>,O PCR X

O volume de agua (X) necessério para uma reacdo de PCR depende do volume que falta para se obter um
volume final de solucdo de 20 pL; A quantidade de pVAX-GFP (Y), em pL, utilizada nesta reacdo, depende do
valor de ng da amostra a ser utilizada, pois tem que se utilizar uma concentracéo final de 100 ng de pDNA

Utilizou-se o Buffer Tango para a Nhel, o Buffer H para a digestdo com EcoRI e o Buffer

MultiCore para a digestdo com as duas enzimas.

Fez-se uma digestdo apenas com Nhel, outra digestdo com EcoRI e outra com as duas
enzimas. Estas digestdes foram feitas a 37°C durante 2 horas, confirmadas através de
eletroforese e os produtos da digestdo foram posteriormente armazenados a 4°C, durante

alguns dias, até serem utilizados para a clonagem (Secgéo 3.1.9.).

3.1.8.Construcédo dos fragmentos 1 e 6

Os fragmentos genéticos 1 e 6, foram construidos utilizando sequéncias sintéticas.

Criou-se uma sequéncia iniciadora forward e uma reverse para cada um dos fragmentos.
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Ressuspendeu-se cada uma destas sequéncias e diluiu-se para a concentracdo de 100 puM.
Seguiu-se entdo para a hibridacdo das sequéncias, utilizando volumes iguais de solucbes
das duas sequéncias (10 pL forward e 10 pL reverse). Efetuou-se um annealing, que
comecou na temperatura de 90°C e baixou 1°C por minuto até se alcancar os 4°C, no
equipamento T-Gradient (Thermocycler, Biometra). Armazenou-se cada um dos produtos
alinhados a 4°C, durante alguns dias, até serem utilizados na clonagem com pVAX-GFP
(Seccgéo 3.1.9.).

3.1.9.Construcao dos plasmideos pVAX-FrpA-GFP, pVAX-Fragl-GFP
e pVAX-Frag6-GFP

Ap6s o plasmideo pVAX-GFP ser digerido com as enzimas de restricdo escolhidas
(Seccdo 3.1.7), o gene da FrpA ser amplificado, utilizando a PCR, nas condi¢cdes
anteriormente expostas (Seccao 3.1.6.), e o alinhamento das sequéncias forward e reverse
respetivas de fragmento 1 e 6 (Seccdo 3.1.8.), passou-se para a clonagem dos respetivos

genes no vetor pVAX-GFP.

Prepararam-se células competentes em E. coli DH5a. Fez-se um pré-inoculo overnight,
num tubo de 15 mL, com 5 mL de meio LB, a uma temperatura de 37°C, com rotagéo de 250
rpm. Incubou-se um Erlenmeyer com uma DO inicial de 0,1, e seguiu-se este crescimento,
em iguais condicbes de cultura, até alcancar uma DO de 1. Centrifugou-se a suspenséao
celular, a 1000xg durante 10 minutos a 4°C, descartou-se o sobrenadante e ressuspendeu-
se o pellet com 2 mL de tampéo TSS (Meio LB, 100 mM MgCl..H.0, 20% (m/v) PEG8000 e
10% (m/v) Sulféxido de dimetilo (DMSO)). Prepararam-se assim 50 uL de células

competentes que se armazenaram a -80°C.

Para a clonagem dos genes dos Fragl, Frag6 e FrpA juntaram-se num microtubo de 1,5
mL, 100 ng de pVAX-GFP digerido, 6 ng/uL de cada solucdo de construgdes genéticas, 2 L
de buffer de ligagdo e 1 pL de T4 DNA ligase. Preencheu-se com H.O estéril até alcancar
um volume total de 20 pL. Desta mistura 10 pL foram incubados a temperatura ambiente

durante 2 horas e os restantes 10 pL incubados a 4°C overnight.

ApoOs as clonagens e a preparagéo das células competentes estarem concluidas, juntou-
se 10 pL de cada uma das solugbes de pVAX-GFP contendo os genes-alvo clonados com
50 pL de suspensdo das células competentes, e procedeu-se a um choque térmico,

incubando os microtubos em gelo durante 20 min e aquecendo-se a mistura a 42°C durante
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1 minuto. Colocou-se a mistura em gelo novamente, durante 1 minuto, adicionou-se 1 mL de
meio LB e incubou-se a 37°C durante 1 hora. Apds choque térmico concluido, plaqueou-se
em placas de petri com 100 pL, centrifugou-se a mistura restante, descartou-se o
sobrenadante e plaqueou-se esse pellet noutra placa. Incubaram-se as placas a 37°C
durante 24 horas. Estas placas foram preparadas com meio LB com 2% (m/v) agar e 30

ng/pL de Kan.

Apbs as 24 horas de incubacdo, escolheram-se 6 colonias da primeira placa, que se
repicaram individualmente para 6 tubos de 15 mL com 5 mL de meio LB e 30 ng/uL de Kan.
Incubaram-se orbitalmente overnight a 37°C com uma rotacdo de 250 rpm. No dia seguinte,
mediu-se a DO das suspensfes celulares, e purificaram-se o0s plasmideos das células de

cada cultivo com o High pure plasmid isolation kit (Roche), seguindo o respetivo protocolo.

ApOs purificagdo, digeriu-se o pDNA, com as enzimas de restricdo Nhel e EcoRI, para
verificar se se tinham, de facto, transformado as células com os plasmideos pVAX-FrpA-
GFP, pVAX-Fragl-GFP e pVAX-Frag6-GFP. Esta digestdo foi realizada com as mesmas
condicdes referidas anteriormente (Sec¢éo 3.1.7.). Utilizaram-se 2 pg de pDNA da solucéo
amostrada e 2 uL de cada solucdo de enzima. No caso de pVAX-FrpA-GFP, este ainda foi

digerido com a enzima Aflll, utilizando 1 pg de plasmideo e 1 pL de solugéo enzimatica.

Depois da digestao, recorreu-se a eletroforese. Apds confirmacdo do tamanho esperado
dos fragmentos, sequenciaram-se estes plasmideos (STABVIDA, Lisboa, Portugal), com os
primers universais, forward CMV-F e reverse EGFP-CR. Os resultados da sequenciagédo
foram comparados com as sequéncias tedricas anteriormente elaboradas com o software
ApE e para a confirmacdo destes plasmideos utilizou-se o programa ExXPASy — Translate
tool. Foram feitos bancos de todas as células transformadas com os plasmideos
conseguidos, em suspensao de meio LB suplementado com 15% de glicerol e uma DO de 2,

que foram armazenados a -80°C.

3.2. Desenvolvimento das vacinas de DNA

3.2.1.Producao de pDNA

Em Erlenmeyers de 100 mL, contendo 30 mL de LB com Kan, a E. coli DH5a
transformada, contendo os plasmideos alvo (pDNA), foi cultivada a 37°C overnight, num

incubador orbital, a 250 rpm.
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No dia seguinte, inoculou-se com uma DO inicial de 0,1 um Erlenmeyer de 2000 mL com
500 mL de Terrific Broth (TB) com glicerol e Kan. Acompanhou-se 0 crescimento até

alcangar uma DO (600 nm) aproximada a 5.

3.2.2.Lise alcalina e purificacdo priméaria de pDNA

Para a primeira etapa de purificagdo dos plasmideos recorreu-se a uma lise alcalina.
Comecou-se por centrifugar a suspensao, descartar o sobrenadante e ressuspender o pellet
com tampéo P1 (50 mM glucose, 25 mM Tris—HCI pH 8, 10 mM &cido etilenodiamino tetra-
acético, pH 8) até uma DO (600 nm) aproximada de 60. De seguida, 0 mesmo volume foi
adicionado de tampdo P2 (0,2 M hidroxido de sédio, 1% (w/v) dodecilsulfato de sddio) a
suspenséo e incubou-se durante 10 minutos a temperatura ambiente, para se dar a lise

celular.

Para interromper a lise celular, neutralizando a mistura, adicionou-se tampéao P3 (5 M
solucdo de acetato / 3 M potéssio (pH 5,0) preparada com acetato de potassio, acido acético
glacial e MiliQ-H.0) em volume igual aos tampdes usados anteriormente e incubou-se em
gelo por 10 minutos. Centrifugou-se a mistura para remover os fragmentos celulares, o
gDNA e as proteinas insolubilizadas. O sobrenadante foi transferido para outro micrtubulo, e
0s acidos nucleicos no sobrenadante (pDNA, RNA e vestigios de gDNA) foram precipitados
com 0,7 volumes de isopropanol puro durante 2 horas a 4°C em tubos de 50 mL.
Centrifugou-se a suspensao de precipitados novamente e removeu-se 0 sobrenadante. Os

pellets secaram overnight a temperatura ambiente.

No dia seguinte, os pellets foram ressuspendidos com 1 mL de 10 mM Tris-HCI pH 8, e
foi adicionado sulfato de amonio solido a solugdo até uma concentracdo de 2,5 M, para
induzir a precipitacdo das proteinas residuais. Incubou-se em gelo e centrifugou-se. Todas

as centrifugacdes realizadas nesta Seccéo (3.2.2.) foram realizadas a 4°C a 6000xg.

3.2.3.Purificacédo de pDNA por HIC

A solucdo obtida no procedimento 3.2.2. foi purificada por cromatografia de interacao
hidrofébica (HIC). Utilizou-se uma unidade de membrana adsorvente, Sartobind® Phenyl
Nano de 3 mL (Sartorius, Gottingen, Alemanha). Esta coluna de membrana foi ligada a um
sistema AKTA purifier 10 FPLC (GE Healthcare, Chicago, lllinois, EUA). A membrana

possui grupos fenilo na sua superficie para a ligacdo do pDNA e impurezas igualmente
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hidrofébicas, que serdo separadas com um perfil de eluicho em degraus. Depois de
equilibrar a membrana com o tampao de ligacdo (1,8 M de sulfato de aménio em Tris-HCI
10 mM, pH 8,0 e o tampéo de eluicdo foi Tris-HCI 10mM, pH 8,0), um volume de solucéo
gue continha pDNA foi injetada na coluna e fluiu durante 15 minutos com um caudal de 1
mL/min. A eluicdo foi realizada em quatro etapas com injecdo de tampdao de eluicdo a 15,
25, 35 e 100%. A condutividade e a Absorvancia (Abs) de ultravioleta do eluato (260 nm),
foram monitorizadas continuamente. Durante cada corrida, coletou-se o fluido efluente da
coluna HIC em fragOes de 1,5 mL em microtubos de 2 mL com um coletor de fra¢des. Este
procedimento foi repetido trés vezes por plasmideo. Por fim, as fra¢cdes foram mantidas a

4°C até as etapas de concentracéo e dessalinizacao por diafiltracdo (Secc¢éo 3.2.4.).

3.2.4.Concentracéo e dessalinizacao por diafiltracao

As fragOes selecionadas obtidas a partir do procedimento 3.2.3. foram combinadas,
concentradas e dessalinizadas com PBS utilizando sistemas de ultrafiltracdo centrifuga
Vivaspin® Turbo 15 de 15 mL (Sartorius), com membrana de 50kDa de exclusdo molecular
nominal. As solugBes foram concentradas por centrifugagéo utilizando um rotor basculante
por 20 minutos a 3.220xg e os permeados foram descartados. Em seguida, para
dessalinizar, diafiltrou-se o volume retido no médulo usando 15 mL de PBS sob iguais
condi¢bes de centrifugacdo, sempre descartando o permeado. Este passo foi repetido
guatro vezes. A solucdo de pDNA concentrada, dessalinizada e purificada foi recuperada
do médulo com uma micropipeta e armazenada num microtubo de 1,5 mL. Posteriormente,
a concentracdo de pDNA foi medida no Nanodrop e a qualidade do pDNA purificado foi
avaliada numa eletroforese em gel de agarose 1%. O pDNA purificado foi armazenado a

4°C para posterior utilizagdo (Seccdes 3.2.5. e 3.2.7.).

3.2.5.Juncéo dos adjuvantes

Ambos os adjuvantes de vacinagdo, Montanide ISA 763 A VG e Montanide Gel 02 PR,
foram gentilmente oferecidos pela empresa Seppic (Courbevoie, Franca) e autoclavados

antes de serem utilizados. O PBS utilizado também foi esterilizado.

Para preparar as solu¢cdes com Montanide Gel 02 PR, antes de autoclavar adicionaram-
se 8068 pL de PBS ao volume deste adjuvante comercial que seria necessario para a vacina
(Tabela 111). Ap6s autoclavagem arrefeceu-se rapidamente a mistura e adicionaram-se 904

WL da solugéo que continha pDNA (1650 pug) e 1 mL de PBS estéril. Agitou-se intensamente,
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recorrendo a um agitador magnético, durante 60 minutos. A propor¢cado volumétrica utilizada
foi 10% de adjuvante:90% de solucdo de pDNA. Os volumes de adjuvante, de PBS e de
pPDNA estéo expostos na Tabela Ill.

Tabela Ill - Volumes utilizados para a preparacdo da emulsdo de adjuvante Montanide Gel 02 PR
com pDNA
Plasmideo M pDNA (ug) V pDNA (uL) V PBS (pL) V adjuvante (pL) V total (pL)
pVAX-Frag6-GFP 1650 904 8068 988 9881

M pDNA: Massa de plasmideo necessaria para obter uma massa final de 0,174 ug/uL no preparado; V pDNA:
volume que é necessario para obter a M pDNA necessaria; V PBS: Volume de PBS utlizado na preparacéo da
emulsdo; V adjuvante: Volume de adjuvante utilizado para respeitar a propor¢cdo 90% pDNA:10% Adjuvante; V

total: Volume total da emulsao

Para o Montanide ISA 763 A VG, foi necessario recorrer a alguns testes para perceber
qual o melhor método. Comecou-se por preparar 3 solugdes idénticas, de 20 mL, contendo
70% adjuvante: 30% PBS. No sonicador SONOPULE Ultrasonic homogenizers (Bandelin,
Berlin, Alemanha), para a primeira amostra (1) deu 1 pulso de ultrassons (45 segundos) com
amplitude de 50%, para a segunda amostra (2) utilizou-se as mesmas condi¢des, mas com
2 pulsos, com pausa de 15 segundos entre eles, e na terceira amostra (3) utilizaram-se as
mesmas condi¢cBes, porém 3 pulsos, intercalados por pausa de 15 segundos. Observaram-
se diferencas nas soluc¢des sonicadas a nivel da viscosidade, havendo uma diminui¢cdo da
viscosidade consoante o numero de pulsos. Prosseguiu-se com as condi¢cdes que foram
utilizadas para a terceira amostra (3) para a preparacdo das amostras com adjuvante. Os

volumes de adjuvante, de PBS e de pDNA utilizados estdo expostos na Tabela IV.

Tabela IV - Volumes utilizados para as preparacdes das emulsdes de adjuvante Montanide ISA 763 A
VG com pDNA

Plasmideo M pDNA (u19) V pDNA (pL) V PBS (uL) V adjuvante (pL) V total (pL)

pVAX-GFP 1505 2600 364 6916 9881
pVAX-Fragl-GFP 1505 572 2392 6916 9881
pVAX-Frag6-GFP 1505 356 2608 6916 9881

M pDNA: Massa de plasmideo necessaria para obter uma massa final de 0,174 pug/puL no preparado; V pDNA:
volume que é necessario para obter a M pDNA necessaria; V PBS: Volume de PBS utlizado na preparacao da
emulsdo; V adjuvante: Volume de adjuvante utilizado para respeitar a propor¢cdo 30%pDNA: 70% Adjuvante; V

total: Volume total da emulsdo

Prepararam-se as solu¢des de Montanide ISA 763 A VG anteriormente, juntando 364 pL
de PBS ao volume de adjuvante indicado na Tabela IV e utlizando as condigbes

anteriormente descritas no sonicador. Juntou-se o restante volume de PBS (572 pL para o
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plasmideo pVAX-Fragl-GFP e 356 pL para o plasmideo pVAX-Frag6-GFP) as respetivas
solucBes de pDNA. As emulsdes foram armazenadas a 4°C para serem utilizadas na
imunizacdo de robalos juvenis para avaliacdo da eficacia da vacina (Sec¢do 3.3.1). A
mistura entre Montanide ISA 763 A VG com as solucdes de pDNA foi realizada minutos

antes da vacinagao, utilizando vortice durante 10 minutos.

3.2.6.Sintese e caracterizacdo de nanoparticulas de quitosano-TPP

Tanto o quitosano como o TPP utilizados sdo da marca Acros Organics. Comecgou-se por
dissolver o quitosano de cadeia longa (MW=100,000-300,000) overnight, a 37°C e com
agitacdo orbital a 250 rpm. Esta solug&o de quitosano foi preparada com a concentragdo de

3 mg/mL numa solugéo aquosa com 0,5% (v/v) de acido acético glacial (pH 3,5).

No dia seguinte, adicionou-se a solugdo de quitosano uma solug¢éo de TPP, gota a gota,
a temperatura ambiente e sob uma agitacdo suave e constante. A solucdo de TPP foi
preparada anteriormente, com uma concentragdo de 0,75 mg/mL em MiliQ-H.O. Deixou-se a
suspensdo coloidal formar-se sob agitagdo constante durante 30 minutos e entédo
armazenou-se a 4°C, até a sua caracterizagdo e propensao para encapsular pDNA (Secc¢éo
3.2.7). Tanto a solugdo de quitosano como a agua MiliQ-H.O foram filtradas previamente

com um filtro de 0,45 um de didmetro de poro.

Para caracterizar as nanoparticulas, o didmetro hidrodindmico médio-Z (tamanho), o
potencial zeta (indicador da carga na superficie) e o indice de polidispersidade (PDI; indice
de distribuicdo de tamanhos) foram medidos usando o equipamento Zetasizer. Todas as
medicOes foram realizadas a temperatura ambiente, utilizando soluges filtradas (para n&o
interferir nas medidas), e todas as formulag6es foram analisadas em triplicado. As condi¢des

mantiveram-se sempre que 0 Processo era executado.

3.2.7.Encapsulamento de pDNA

Para encapsular o pDNA, a suspensao coloidal de CS-TPP e a solucdo de pDNA foram
previamente aquecidas, separadamente, a 55°C. De seguida, misturaram-se rapidamente as
seguintes proporcdes: 500 pL de nanoparticulas CS-TPP, 488 uL de PBS e 12 pL de
solucdo com pDNA (15,8 ug) e foi agitado, em vértice, durante 30 segundos. Incubou-se

esta suspenséo coloidal durante 30 minutos, para estabilizar os poliplexos.
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O tamanho, o potencial zeta e o PDI foram medidos novamente usando o Zetasizer e as

condi¢des descritas anteriormente.

3.3. Avaliacdo da eficacia das vacinas de DNA

Este estudo foi realizado sob a supervisdo de uma especialista credenciada, em ciéncia
de animais de laboratério, pela Autoridade Veterinaria Portuguesa (seguindo as
recomendacdes da categoria C da FELASA), de acordo com as diretrizes sobre protecdo de

animais utilizados para fins cientificos (Diretiva Europeia 2010/63/EU).

3.3.1.Desenho experimental

Para avaliar a eficicia das vacinas desenvolvidas foram vacinados juvenis de robalos
(Dicentrarchus labrax), com peso médio inicial aproximado de 15 g, adquiridos na
aguacultura Nasharyba (Coimbra, Portugal) e transportados para o edificio Cetemares

(Peniche, Portugal). Foram utilizados no total 390 peixes.

Distribuiram-se o0s peixes aleatoriamente por 15 aquarios de 20 L, ficando uma
densidade aproximada por aquario de 6,5 kg/m? (26 robalos em cada aquario, exceto num
dos tanques que conteve apenas 21). A aclimatizacdo destes peixes durou 2 semanas, a
uma temperatura média de 19+0,5°C, alimentados todos os dias, duas vezes por dia, com
racdo, ad libitum (até a saciedade) com ragdo seca (Sparos, Olhdo, Portugal). O valor médio
de oxigénio dissolvido foi de 7,14+0,22 mg/L (ppm), o pH foi mantido a 8,30+0,1 e salinidade
a 32+0,2 ppt.

3.3.2.Imunizacao dos peixes

Os peixes ndo foram alimentados nas 24 horas antes da imunizacdo e de amostragens.
Todos os individuos foram previamente pesados para que a administracdo da vacina fosse
feita consoante o seu peso, garantindo que todos os peixes fossem vacinados com a
mesma dose (valores de volume administrado a cada peixe nas Tabelas A Il e A lll, do
Anexo). A vacinagdo foi realizada com seringas 1 mL Norm-Ject e com agulhas
hipodérmicas 25G-0,5x16 mm MicroTip. Antes da vacinacao i.p., 0os peixes foram colocados
e mantidos num balde com uma solucdo de 2-fenoxietanol (0,5 mL/L) até estarem
anestesiados. ApOs injecdo foram mantidos em baldes com &gua bem aerificada até

recuperarem. Apdés recuperacgdo foram transferidos para os respetivos tanques.
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Os peixes nos aquarios Al, A2 e A3 foram injetados com 120 puL de PBS (controlo), os
peixes nos aquarios Cl, C2 e C3 foram vacinados com plasmideo pVAX-GFP com
adjuvante Montanide ISA 763 A VG (T1), os robalos nos aquarios D1, D2 e D3 foram
vacinados com vacina contendo pVAX-Fragl-GFP com adjuvante Montanide ISA 763 A VG
(T2), os juvenis nos aquarios E1, E2 e E3 foram vacinados com vacina contendo pVAX-
Frag6-GFP com adjuvante Montanide ISA 763 A VG (T3), os individuos nos aquarios F1, F2
e F3 foram vacinados com vacina contendo pVAX-Frag6-GFP com adjuvante Montanide Gel
02 PR (T4), conforme o esquema exposto na Figura 9. A vacinagdo foi realizada a

temperatura ambiente. A dose das vacinas foi de 1,2 ug pona/Qpeixe-

Figura 9 - Aquérios utilizados para imuniza¢do. Cada aquario de 20 litros contém 26 peixes. Feitos
em triplicado. Controlo - Peixes vacinados com PBS; T1 — Peixes vacinados com pVAX-GFP com
adjuvante Montanide ISA 763 A VG; T2 — Peixes vacinados com pVAX-Fragl-GFP com adjuvante
Montanide ISA 763 A VG; T3 — Peixes vacinados com pVAX-Frag6-GFP com adjuvante Montanide
ISA 763 A VG; T4— Peixes vacinados com pVAX-Frag6-GFP com adjuvante Montanide Gel 02 PR;
SUMP — Sistemas de recirculacdo de guas utilizados para cada tratamento; Aquarios enumerados
com letras e cada numero simboliza uma diviséria

Durante os 30 dias de ensaio de imunizagdo, os individuos foram alimentados duas
vezes por dia ad libitum. A mortalidade foi registada e observou-se o comportamento dos
individuos. Foram efetuadas rotinas diarias de limpeza, como sifonagem dos tanques e
limpeza das las de vidro. Medi¢des dos parametros da qualidade da agua foram realizados
diariamente, para temperatura e salinidade, e semanalmente para nitritos e amoénia. Foram

efetuadas trocas de agua dos sistemas sempre que necessario.

Cada tratamento continha um sistema de recirculacdo de &gua, constituido por um filtro

mecanico, de la de vidro, e filtros biolégicos, as biobolas.

Nas Tabela A 1l e A lll, do Anexo, estdo presentes os valores exatos administrados a

cada peixe para cada tanque correspondente a cada tratamento, em triplicado.
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3.3.3.Infecdo com Photobacterium damselae subs. piscicida

Trinta dias ap6s vacinacao (Li et al., 2013), os peixes foram transportados para a sala de
contaminacéo e divididos, em triplicado, em dois grupos, peixes “infetados” e “n&o infetados”

para cada tratamento.

Utilizaram-se aquarios 60 litros com trés divisérias, ficando 20 litros em cada diviséria do
aquario, respeitando uma densidade de 11,5 kg peie/m® por aquario que se manteve a
temperatura de 25°C, durante 2 semanas. Colocaram-se 10 peixes por divisoria, dando no
total 30 peixes infetados e 30 peixes nao infetados, para cada um dos tratamentos, como &
possivel observar na Tabela V. Os aquérios foram enumerados com letras e cada nimero
simboliza a diviséria. Garantiu-se que nao houvesse mistura de peixes infetados e né&o

infetados.

Tabela V — Aquarios usados na infecdo com Phdp para cada grupo de “Infetados” e “N&o infetados”

Tratamentos Aquérios N&o Infetados Infetados
C1 11 E1l
T1 - Vacina pVAX-GFP com
) i Cc2 12 E2
adjuvante Montanide ISA 763 A VG
C3 13 E3
D1 F1 J1
T2- Vacina pVAX-Frag1-GFP com
) ) D2 F2 J2
adjuvante Montanide ISA 763 A VG
D3 F3 J3
E1l D1 Al
T3 - Vacina pVAX-Frag6-GFP com
E2 D2 A2
adjuvante Montanide ISA 763 A VG
E3 D3 A3
F1 Gl B1
T4- Vacina pVAX-Frag6-GFP com
F2 G2 B2
adjuvante Montanide Gel 02 PR
F3 G3 B3
Al C1l H1
Controlo - PBS A2 Cc2 H2
A3 C3 H3

A infecdo foi feita com Phdp C4. A bactéria foi cultivada em Marine Agar durante cerca
de 24 horas, recolheram-se as células assepticamente e efetuaram-se diluicbes com PBS
alcancando uma concentracdo de 2,4x10% UFC/mL. Os volumes injetados i.p. em cada peixe
neste desfio de infecédo foram calculados (cerca de 100 pL) de forma a administrar 1,2x10°
UFC/g peixe-
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Para detetar a presenca de Phdp em 6rgdos de peixes moribundos extraiu-se DNA do
rim, figado e baco de 4 peixes moribundos e prosseguiu-se para uma purificacdo, utilizando
DNeasy Blood & Tissues kit (Qiagen, Alemanha), seguindo as instru¢des do protocolo. A

extracdo de DNA da bactéria foi feita através do método classico boiling.

Apbs a extracdo do DNA, realizou-se uma PCR para detetar a presenca da bactéria nos
6rgaos dos peixes. Nesta analise foram utilizados dois genes, o RNA ribossomal 16S (16S
rRNA) e o Putative penicillin-binding protein 1A (Pbp). Na Tabela VI estdo representados os

primers utilizados para amplificar os respetivos fragmentos.

Tabela VI — Primers utilizados para amplificagdo de cada gene, 16S rRNA e Pbp

Genes Primers Sequéncias Referéncia
Forward 5-GCTTGAAGAGATTCGAGTGTGCCT-3
16S rRNA Osorio et al., 1999
Reverse 3’-CCACCTCGCGGTCTTGCT-5
Forward 5’-CGACTCAACTACAGATCACCCAGTCA-3’ o
Pbp Amagliani et al., 2009
Reverse 3-GTGCGGCCTAAATTTCGACGA-5’

Cada reacao consistiu em 1x de NZYTaq Il Green Master Mix (Nzytech, Portugal), 0,5
mM de cada primer, 1 ml de DNA e agua MiliQ até perfazer 20 ml de reacdo. As condigbes
de PCR foram 4 min a 95°C, seguindo-se 35 ciclos de 30s a 95°C, 30s a 55°C e 20s a 72°C,
e uma extenc¢do final de 5 min a 72°C. Os resultados obtidos foram visualizados através de

gel de agarose (1,5%), corado com RedSafe 1x (Intron, EUA) (Figura A 1, do Anexo).

3.3.4.Colheitas de sangue e tratamento das amostras

Antes de fazer a imunizacéo efetuou-se uma colheita de sangue (amostragem 0 (A0)),
onde foi retirado sangue a 10 peixes. Apds administragdo da vacina, procedeu-se a uma
amostragem intermédia, apés 15 dias (Al) e outra ao final de 30 dias (A2). Nestas duas

amostragens, foi retirado sangue a dois peixes por aquario.

Para estas amostragens, anestesiaram-se 0s peixes, como descrito anteriormente, e
recolheu-se o sangue da veia caudal com uma seringa ndo heparinizada, igual a utilizada na
vacinagdo. Apoés a colheita de sangue, colocou-se num microtubo de 1,5 mL e deixou-se o
sangue coagular, incubando overnight a 4°C. Apos incubagdo retirou-se o coagulo por
centrifugacdo e obteve-se o0 soro (sobrenadante). As amostras de soro foram mantidas a-

80°C até serem utilizadas nos ensaios de ELISA indireto (Seccao 3.3.5).
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3.3.5.ELISA indireto

Em todos os ensaios ELISA efetuados neste trabalho foram utilizadas microplacas de 96
pocos, PS, F-botom, clear, microlon, high binding (Greiner bio-one, Kremsmunster, Austria),
ref: 655061. O anticorpo utilizado foi Anti-sea bass IgM MAb, e o anticorpo conjugado foi
Anti-mouse 1gG HRP (Aquatic Diagnostics Ltd, Scotland, UK).

Utilizou-se uma placa para cada tratamento, sendo que se usaram 6 placas paraa Al e 6
placas para A2. A excecao foi feita com a AO, soro de peixes antes de serem vacinados,

havendo apenas 2 amostras em duplicado, 2 pools, cada uma com soro de 5 peixes.

Para cada ensaio ELISA utilizou-se um procedimento de trés dias. No primeiro dia
adicionam-se 100 pL/poco de suspensao da bactéria Phdp C4 (placa Marine agar recente)
com 108 UFC/mL, na placa de ELISA e incubou-se a 4°C overnight. No segundo dia lavou-
se a placa 3x com Tampéao Low Salt Wash Buffer (LSWB) (0.02M Tris, 0.38M NaCl e 0.05%
Tween 20). Adicionou-se 250 pL/pogo de tampao de bloqueio (3% (m/v) de leite em agua
destilada) e incubou-se a temperatura ambiente. Passadas 2 horas, lavou-se novamente 3x
com tampdo LSWB. Adicionaram-se 100 pL/poco das respetivas diluicbes de amostras a
analisar, previamente preparadas, e incubou-se a placa overnight a 4°C. Na ultima linha (H)

adicionaram-se 100 pL/poco de PBS, para que este servisse como controlo negativo.

As diluicbes foram preparadas numa outra microplaca. Comecgou-se por preparar as
diluicdes das amostras (1:32) em microtubos de 1,5 mL. Nos pocgos adicionou-se 110
pL/poco de PBS, exceto na primeira linha (A), onde se adicionou 220 pL/poco das amostras
diluidas em duplicados, e na ultima linha (H), ficando esta vazia. Misturou-se com cuidado a
primeira linha (A) e retirou-se 110 pL/pogo da linha A para a proxima linha (B). Repetiu-se

este processo até a ultima linha (G), como esta representados na Figura 10.

37

Desenvolvimento de vacinas de DNA contra fotobacteriose; Beatriz Santos; 2021



450 pL

Soro + PBS
220 u% \zzo u Placa para diluigdes
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

110t 220 pL de amostra
110 |

110 pt |

110 pL de PBS 1x

110 pt!

110 !

110 pL

IT| O M mOln o =

Figura 10 — Procedimento para obter a placa com diluicdes. Sendo a linha A amostras
duplicadas diluidas de 1:32 e as restantes linhas (até G) diluicdes sucessivas. A linha H
corresponde ao controlo negativo

No terceiro dia comecou-se por lavar a placa 5x com tampado High Salt Wash Buffer
(HSWB) (0.02M Tris, 0.5M NaCl e 0.1% Tween 20) (armazenado a 4°C anteriormente),
depois adicionaram-se 100 uL de anticorpo primario e incubou-se durante 1 hora a
temperatura ambiente. ApGs a incubacdo lavou-se novamente a placa 5x com HSWB e
adicionou-se 100 L de anticorpo conjugado. Incubou-se mais 1 hora e depois voltou-se a
lavar a placa 5 x com HSWB. Em todas as series de 5 lavagens, na quinta incubou-se a
placa durante 5 minutos a temperatura ambiente antes de prosseguir 0 processo.
Adicionaram-se 100 pL de substrato da peroxidase, recomendado pelo fabricante, nos
pocos e incubou-se a placa no escuro durante 10 minutos. Para parar a reacao,
adicionaram-se 50 pL de solugdo STOP (2 M &cido sulfurico) e efetuou-se a leitura da placa

no leitor das Abs dos pocos de microplacas, ao comprimento de onda de 450 nm.

3.3.5.1. Tratamento de dados do ELISA

Comecou-se por subtrair aos valores de DO (450 nm) obtidos dos ensaios de ELISA
indireto a média do controlo negativo de cada placa respetivamente. Apenas se considerou
os valores de absorvancia correspondente a diluicdo 1:32. Descartou-se o0s valores
negativos, considerando-os 0. Procedeu-se a média por placa, que correspondia a cada

tratamento e construiu-se um grafico, presente na Seccéao 4.6.

E possivel observar os valores médios de absorvancia inicialmente obtidos por

tratamento e das diversas diluicdes na Tabela A IV do Anexo.
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3.3.6.Calculo do RPS

Apbs a infecdo registou-se, diariamente, a mortalidade e duas semanas depois da
infecdo, efetuou-se o calculo da percentagem relativa de sobrevivéncia a partir da seguinte
equacdo (Amend, 1981):

RPS = 1 % Mortalidade de peixes imunizados 100
=1- X
% Mortalidade de peixes controlo

Equacéo 1 - Célculo da percentagem relativa de sobrevivéncia

Para calcular a percentagem de mortalidade dos peixes recorreu-se a equacao:

N¢de peixes que morreram

% Mortalidade = x 100

N@de peixes iniciais

Equacéo 2 — Célculo da percentagem de mortalidade

3.3.7.Analise estatistica

Foi efetuada uma andlise estatistica, utilizando o software IBM SPSS Statistics 27. Para
os dados do ensaio dos ELISAs, comecou-se por verificar a normalidade, segundo o teste
de Kolmogorov-Smirnov (N>30), e como p<0,05, seguiu-se para testes nao parameétricos,

fez-se a analise ao teste Kruskal-Wallis e comparacées por método Pairwise de tratamentos.

Para os dados do RPS, comecou-se também por verificar a normalidade, segundo o
teste de Kolmogorov-Smirnov (N>30), e as amostras dividiram-se. Até ao quarto dia, como
p<0,05, seguiu-se para testes ndo paramétricos, fez-se a andlise ao teste Kruskal-Wallis e
comparagdes por método Pairwise de tratamentos. Apds o quarto dia p>0,05, logo seguiu-se
para analise de ANOVA 2 ways. Verificou-se que havia diferencas entre tratamentos e, por

iSS0, recorreu-se ao teste de Bonferroni.
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4. Resultados e Discussao de Resultados
4.1. Analises Bioinformaticas

Comecou-se a analise bioinformatica utilizando a ferramenta Basic Alignment Search
Tool (BLAST) do National Center for Biotechnology (NCBI). E uma das ferramentas de
bioinformatica mais populares de busca e alinhamento de sequéncias. O BLAST utiliza
sequéncias de nucleétidos e/ou proteinas em formato FASTA e fornece informacdes
estatisticas sobre cada alinhamento, tornando as informacfes mais valiosas (Boratyn et al.,
2013; Camacho et al., 2009).

Para esta analise, a proteina escolhida foi FrpA (WP_082212545.1). Segundo o resultado
do BLAST, para além de ter um alinhamento como Photobacterium damselae, como era de
se esperar, esta proteina apresenta também valores de alinhamento superiores com outras
espécies de Photobacterium como Photobacterium indicum, frigidiphilum e profundum, com
espécies de Vibrios, tais como Vibrio parahaemolyticus, mediterranei, coralliilyticus,
neptunius, ostreicida e Salinivibrio sp., e também outra espécie de bactéria apareceu neste
alinhamento, Shewanella psychrophila. Todas estas bactérias sdo gram-negativas,
proteobactérias e tém a capacidade de produzir sideroforos. Estes sideréforos podem ser
diferentes de espécies para espécies. No caso das bactérias Photobacterium, estas
produzem um sider6foro denominado como piscibactina, que é transportado pela proteina
FrpA (Figura 1 da Secgéo 1). Espécies de Vibrionaceae podem produzir outros sideréforos,
como anfibactinas, deferroaxaminas, trivanchrobactinas, ocrobactinas e outras mais. No
caso de Vibrio parahaemolyticus, um patdgeno humano, este produz um sider6foro
chamado vibrioferrina. Espécies de Shewanella produzem sider6foros conhecidos como

avaroferrina (Thode et al., 2018).

Como referido anteriormente, a analise bioinformatica foi realizada com o objetivo de
escolher fragmentos (péptidos) potencialmente mais imunogénicos que a proteina FrpA
integral. Um fragmento ideal deve cumprir varios critérios. Um dos critérios mais importantes
€ o comprimento destes fragmentos. O péptido deve possuir um comprimento compreendido
entre 10 a 20 aminoacidos. Sequéncias de aminoacidos acima destes valores podem
produzir anticorpos que ndo reconhecem a proteina, com especificidade suficiente, e
sequéncias com péptidos abaixo destes valores podem n&o reconhecer a proteina com
afinidade suficiente. Por outro lado, péptidos com um comprimento maior que 20
amino&cidos podem fornecer uma boa resposta imunolégica e uma estrutura secundaria

com maior semelhanca a da proteina alvo (Trier et al., 2019; Lee et al., 2016).
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Para que ocorra uma ligagdo entre 0s epitopos e 0s anticorpos, estes devem estar a
superficie da proteina, isto €, devem ter uma maior acessibilidade e serem hidrofilicos. As
regides hidréfilas estdo presentes na superficie e as regides hidrofobicas estdo dentro da
estrutura da proteina, com dificil acessibilidade (Lee et al., 2016; Lodish et al., 2000a). Estes
parametros foram analisados, como referido anteriormente, através do IEDB, com o método
de previsdo de acessibilidade de superficie de epitopos de Emini e previsdo de hidrofilia de
Parker. Estes resultados podem ser observados na totalidade na Tabela AV e A IV e as
suas representacdes graficas estdo disponiveis na Figura A 2 e A 3 do Anexo,
respetivamente. Um fator essencial a ser considerado € também a agregacdo, pois, em
anticorpos, quando ha um nucleo hidréfobo na proteina as suas moléculas tendem a
agregar-se porque esta regido contribuira para a estabilizacdo das interac¢des terciarias (van
der Kant et al., 2017). Para a escolha de um fragmento ideal, a probabilidade de agregacao
deve ser minimizada. Este parametro foi verificado com o software AGGRECAN, em que 0s
hot spots sé@o os locais onde existe maior probabilidade de agregacéo, logo, os fragmentos
escolhidos ndo podem estar incluidos nestes. Pode observar-se os resultados na Figura A 4
do Anexo. Com o software Pred-TMBB, foi verificada a localizacdo dos fragmentos da
proteina FrpA, isto é, se no espacgo extracelular. Estes resultados podem ser verificados na
Figura A 5, do Anexo. Na Tabela VII mostram-se as sequéncias escolhidas e consideradas
como mais antigénicas, sendo estas as sequéncias que preenchem os requisitos
necessarios, anteriormente descritos. Nenhuma destas sequéncias escolhidas tem

probabilidade de agregacéo.

Tabela VIl - Comparagédo entre os fragmentos mais promissores

Possiveis |~ imento Epitopos Acessibilidade | Zonas com | Antigenicidad | Hidrofilia
sequéncias (10_2% aa) (B) BepiPred | BepiPred superficial Flexibilidade e (>2.027)
(A) (©) 2.0 (D) (> 1) (E) (> 1.007) (F) (> 1.012) (G) (H)
) 15/16 15/16 13/16 Sim 10/16 sim
() JET-T =l (93%) (93%) 80% - VS DS (60%)
. 15/19 3/19 13/19 . 6/19 sim
(2) 168-186 Sim (78%) (11%) 66% - VS Sim (28%) DS
) 11/14 14/14 6/14 ) 3/14 sim
()22 i (77%) (100%) 38% - VS Sl (15%) TDS
) 11/19 14/19 11/19 Sim 3/19 sim
(4) 258-276 Sim (55%) (73%) 55% - VS TDS (11%) DS
) 14/14 5/14 6/14 Sim 8/14 sim
(8 sl i (100%) (31%) 38% DS (54%) TDS
. 12115 12115 12115 Sim 7115 sim
(6) 402-416 Sim (79%) (79%) 79% - VS DS (43%) DS - VS

B, F e H: cumprimento ou nao do critério; C e D: relacdo de epitopos existentes/nimero de aa total da sequéncia
e a respetiva percentagem; E: aminoacidos acessiveis/nimero de aa total da sequéncia e a respetiva
percentagem; G: numero de aa com antigenicidade/namero de aa total da sequéncia e a respetiva percentagem;
TDS: todos os fragmentos preenchem o critério; VS: valores superiores comparados com as outras sequéncias;
aa: aminoacidos
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Com o software NetSurfP foi possivel observar a estrutura secundaria dos fragmentos
mais promissores (possivel observar na Figura A 6, do Anexo) e a analise completa da
sequéncia da proteina FrpA (Figura A 7, do Anexo). Os fragmentos 1 e 6 demonstraram o0s
melhores resultados imunolégicos, em relacdo aos outros fragmentos, e correspondem a
fragmentos de pequeno comprimento. Decidiu-se entdo mandar sintetizar estes dois
fragmentos, na empresa STABVIDA, em duas sequéncias forward e reverse, como pode ser

observado na Tabela VIII.

Tabela VIII - Sequéncias de nucledtidos nos fragmentos sintetizados

Fragmento Primers Sequéncias (5’- 3’)
Forward CTAGCATGAAGAAGGCGACTGATCAAAACCTAGCGTCTGGTGGTGTCACTTACAGCGCG
1 Reverse
AATTCGCGCTGTAAGTGACACCACCAGACGCTAGGTTTTGATCAGTCGCCTTCTTCATG
complement
Forward CTAGCATGAGGATTGACAGCTATCAATCAGATAAGTCCGAAAACGTTATCTCTGCG
6 Reverse
| " AATTCGCAGAGATAACGTTTTCGGACTTATCTGATTGATAGCTGTCAATCCTCATG
complemen

Azul: sequéncia de corte das enzimas utilizadas (Nhel para Forward e EcoRI para Reverse); Verde: codao de
iniciagdo adicionado

Procedeu-se ao desenho dos primers para a proteina FrpA, seguindo os critérios ja
referidos anteriormente. Desenharam-se dois primers, um primer forward e um reverse.
Foram adicionados aminoacidos no inicio do primer forward e reverse para que haja uma
estabilizacdo deste. Houve também necessidade de juntar mais dois nucleétidos para que
ndo haja alteracdo da proteina GFP quando se juntar a sequéncia da proteina pretendida e

os fragmentos escolhidos. Na Tabela IX é possivel observar estes primers.

Tabela IX - Primers da sequéncia da proteina

Temperatura Diferenca de TM

. . Percentagem . .
Primers Sequéncias G/C (©) de melting (°C) entre primers
(D) inferior a 5°C (E)
Foward GCTAGC 39% 56
Reverse Sim
GAATTC 39% 54

complement
C, D e E: Critérios que tém de se obedecer para ser considerado um primer ideal. Laranja: aminoacidos
adicionados para que haja uma melhor aderéncia da enzima de restricdo (ndo contam para o calculo do
comprimento); Azul: sequéncia de corte das enzimas utilizadas (Nhel para Forward e EcoRIl para Reverse);
Verde: sequéncia de proteina; As temperaturas de melting (TM) e as percentagens G/C foram calculadas através
do software NEB
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Segundo os critérios, mencionados anteriormente: a percentagem de G/C deve estar
compreendida entre 40% e 60%, sendo 50% o ideal; a temperatura de melting deve estar
compreendida entre 54°C e 62°C; e a diferenca de TM entre primers deve ser inferior a 5°C
(Dieffenbach et al., 1993). Quanto a percentagem de G/C estes valores estdo muito
préximos de 40% (39%), as temperaturas de melting estdo compreendidas entre os valores
indicados e a diferenca entre temperaturas de melting € inferior a 5°C (2°C), podendo ser
considerados primers ideais. Quanto ao comprimento, este também esta compreendido nos
valores indicados, entre 18 e 24 bases, ndo contando com a parte a laranja pois ndo existe

emparelhamento destas bases na sequéncia.

4.2. Crescimento bacteriano de Phdp

As curvas de crescimento podem ser descritas por modelos matematicos, contudo sdo
utilizados para descrever o comportamento de microrganismos sob diferentes condigbes

fisicas ou quimicas, como temperatura e pH (Zwietering et al., 1990).

Para conhecer o comportamento da bactéria Phdp foi necessario recorrer ao desenho da
sua curva de crescimento. Esta foi realizada com a monitorizagdo da multiplicacdo da
biomassa bacteriana através da DO (600 nm) do meio de cultivo. Na Figura 11, é possivel

observar a curva de crescimento de Phdp C4.

2,5
2,0
15
1,0
0,5
0,0
-0,5
-1,0
-15

Ln (DO 600 nm)

Tempo de incubacgéo (h)

Figura 11 - Curva de crescimento da bactéria Photobacterium damselae subsp piscicida em
TSB suplementado com 2% NacCl, a 25°C, em incubador orbital a 250 rpm

Como se pode observar a cultura da Phdp n&o evidenciou uma fase lag. Tal pode ser
explicado com o facto de o inéculo ter sido produzido em meio igual e em condicdes
idénticas, ndo precisando as células de um tempo para se adaptar a novas condicoes,

aguando da cultura monitorizada.

43

Desenvolvimento de vacinas de DNA contra fotobacteriose; Beatriz Santos; 2021



Num outro trabalho, a curva de crescimento de uma outra estirpe da Phdp foi
semelhante. Alcancaram-se valores de concentracdo de biomassa muito idénticos, sendo
que no presente estudo alcancou-se uma DO de aproximadamente 5,4 e no estudo de
Nagano et al., 2009, alcancaram uma DO de aproximadamente 5,6. As 18 horas alcangou-
se, em ambos os estudos, a fase estacionaria. No outro estudo, foi utilizada a estirpe
082352. Fizeram um inéculo com o meio Brain heart infusion broth, suplementado com
1,5% NaCl, a 25°C com uma rotacdo de 100 rpm durante 16h. Depois inocularam os
Erlenmeyers, com o mesmo meio, com as mesmas condigbes. Enquanto que a estirpe
utilizada neste trabalho é C4, e o meio utlizado tanto para o in6culo como para o
crescimento foi TSB suplementado com 2% NaCl e as condigbes foram 25°C todavia com
uma rotacédo de 250 rpm. O comprimento de onda (c.d.0.) utilizado para medir a densidade
Gtica também foi diferente. Enquanto que neste outro estudo utilizaram um c.d.o. de 630 nm,
neste trabalho utilizou-se um c.d.o. de 600 nm, porém, este pequeno desvio de 30 nm ndo

devera influenciar significativamente a dispersao da luz.

4.3. Construcéo de plasmideos: pVAX-FrpA-GFP, pVAX-Frag1l-GFP
e pVAX-Frag6-GFP

Ap6s o cultivo de E. coli que albergava o plasmideo pVAX-GFP, purificou-se o
plasmideo. Ap6s purificacdo foi efetuada a sua digestdo com duas enzimas de restricdo, a
Nhel e a EcoRI. Na Figura 12 esta a representacao grafica do local de corte destas enzimas,
que por hidrélise do pVAX-GFP origina dois fragmentos: um com, aproximadamente
(aprox.),13 bp e outro com aprox. 3600 bp (a), e mostram-se as sequéncias de corte destas

duas enzimas de restricdo (nucleases) (b).

pUClorigin

b
Nhel W[

CMV\promoter

a

696 Nhel (1)

\ 705 EcoRI (1)

5...GCTAGC...3

PVAX-GFP 3...CGATCG...5

EcoRI W[

GFP

5. GAATTC.. 3
3. CTTAAG.. .5

BGH\polyAlsignal
Kan'\promaoter

Figura 12 — a) Representacdo do plasmideo pVAX-GFP. Vermelho: locais de recorte das
enzimas de restricdo Nhel e EcoRIl. Obtido através do software ApE; b) Representacdo da
sequéncia de corte das enzimas de restricdo Nhel e EcoRI
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Houve necessidade de se recorrer a um gel de eletroforese para recortar a banda
necessaria, a banda com aprox. 3600 bp, posicionada horizontalmente entre as bandas de
3000 bp e 4000 bp do padrdo NZYDNA Ladder Il (Valor de tamanho referente a cada banda
estd presente na Figura A 8 do Anexo). A banda pequena de aprox. 13 bp nédo foi observada
pois é bastante menor que o valor correspondente a ultima banda do padrdo (200 bp). Na
Figura 13 esta exposto o gel de agarose que permitiu aferir a eficiéncia de digestdo do

plasmideo (B).

Esta amostra digerida foi recortada (Figura 13 C) e purificada. As concentracdes de DNA
resultantes destas purificacdes, em ng/jL, estdo apresentadas na Tabela X. A quantidade
de pDNA no recorte era muito elevada e, por isso, foi repartida em 3 fragbes que foram

purificadas individualmente. Apds purificagéo juntou-se as amostras (Pool).
Tabela X — Concentragfes de fragbes purificadas

de pVAX-GFP digerido e valores de Abs 260/280 e
Abs 260/230

Fracoes Concentragédo Abs Abs
(ng/pL) 260/280 260/230

1 3,1 1,62 0,02

2 4,8 2,30 0,02

3 2,7 2,30 0,04

Pool 4,7 2,53 0,02

Fracdes 1, 2 e 3 foram obtidas através da purificacdo da banda
recortada (Figura 13 c¢) do gel; Pool: juncdo das 3 fracdes
obtidas

Figura 13 — Eletroforese de pVAX-GFP digerido. T: Tamanho das bandas (bp); M: Padréo; A: pVAX-
GFP néo digerido; B: pVAX-GFP digerido com as enzimas de restricdo Nhel e EcoRI. C: Corte da
amostra B

As relacbes de Abs 260/280 e 260/230 podem ser utilizadas para determinar a pureza de
uma amostra de DNA gendémico (gDNA). A Abs 260/280 avalia a contaminagao proteica, e a
relacdo de Abs 260/230 esta relacionada com a contaminacdo por parte de fendis,
compostos aromaticos, péptidos e hidratos de carbono. Quanto maior forem os valores de
ambas as medidas espectrofotométricas, maior sera a qualidade de gDNA, isto €, mais pura
estarq a amostra. Os valores devem ser superiores a 1,8 e a 2, em relagdo a Abs 260/280 e
Abs 260/230, respetivamente, para que o gDNA seja considerado puro (Nicklas & Buel,
2003).
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Pode observar-se que a amostra Pool ndo demonstrou valores aceitdveis de razdo de
Abs de 260/230, ou seja, valores muito abaixo de 2, por isso, estas amostras podem conter
contaminac@es significativas a nivel de fendis, compostos aromaticos, péptidos ou hidratos

de carbono.

Estes valores podem ter sido influenciados pelo processo de purificacdo em si. Alguns
dos reagentes, como Binding Buffer, Wash Buffer e Elution Buffer poderiam estar
contaminados, devido a vasta utilizacdo, podendo providenciar a contaminacdo. A
incubacdo com Binding Buffer pode nédo ter sido realizada de modo eficiente. Um dos
passos criticos, avisado pelo protocolo, é a colocacdo dos 50 pL de Elution Buffer no centro
da coluna, e houve alguma dificuldade neste passo. O recorte do gel foi demasiado grande
para a banda que se queria obter. Nesta técnica € necessaria uma maior precisdo para o

recorte do gel. Entdo a fragc&o recortada foi novamente analisada.

Na Figura A 9, do Anexo, a concentracao e purificagdo do pool foram verificadas através
da eletroforese. No gel é possivel observar uma Unica banda (B) com aprox. 3600 bp, como

esperado.

Todo este processo foi novamente repetido para obter mais quantidade de pVAX-GFP
digerido. Utilizou-se o mesmo procedimento, o pVAX-GFP foi digerido, correu-se num gel, e
posteriormente o plasmideo foi recortado e purificado. Pode observar-se as concentracdes

destas purificagdes, em ng/uL, na Tabela Xl, e os recortes efetuados, na Figura 14.

Tabela Xl — ConcentragBes de amostras purificadas de
pVAX-GFP digerido

Fracdes Concentragao Abs Abs
& (ng/uL) 260/280 260/230
1 34,5 2,40 0,10
2 48,9 2,30 0,03

As fracdes 1, 2 foram obtidas através da purificacdo de uma
banda recortada do gel da Figura 14

Figura 14 — Eletroforese de pVAX-GFP digerido. T: Tamanho das bandas (bp); M: Padrdo; A: pVAX-
GFP néao digerido; B: pVAX-GFP digerido com as enzimas de restricdo Nhel e EcoRl; C e D: Corte
das bandas
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Segundo os resultados da razdo Abs 260/230, esta amostra poderia estar contaminada.
Para a confirmacéo das concentracoes e qualidade das amostras recorreu-se a eletroforese.

O resultado foram duas bandas esperadas, nos 3600 bp.

Apbs o cultivo bacteriano, as células de Phdp foram lavadas, o seu gDNA extraido e
purificado e a respetiva concentracdo, em ng/uL, foi medida. Estes concentrados de gDNA
estdo caracterizados na Tabela XII. As decorrentes fracdes purificadas de gDNA foram
analisadas com a eletroforese, como se pode observar na Figura 15. A distincdo de | e I
apenas diz respeito a origem das fracdes, sendo | e Il referentes a amostras recolhidas em
Erlenmeyers diferentes, e cada um deles foi inoculado com uma colénia de Phdp diferente (I
e ll).

Tabela XII — Concentracbes de fracdes

T R e R L purificadas de pVAX-GFP digerido e valores
ko D e i
ek bl L L DL (e Abs 2601280 e Abs 260/230

[ im ‘m “M [P ‘ ! Fracdo Concentragdo Abs Abs
: (ng/uL) 260/280 260/230
1 449,8 1,96 1,35
2l 299,8 1,93 1,36
3l 662,5 2,02 1,69
4 1449,0 1,71 0,95
11 898,2 1,99 1,62
2l1 983,3 2,02 1,86
3lI 1111,9 2,03 1,85
4ll 359,2 2,01 2,25

Figura 15 — Eletroforese relativa as diversas fracbes de gDNA de Phdp. T: Tamanho das
bandas (bp) de M; M: Padrdo; A, B, C e D: Amostras gDNA purificadas relativas ao
Erlenmeyer |, por ordem; E, F, G e H: Amostras purificadas relativas ao Erlenmeyer I, por
ordem

Segundo a Tabela XlI, apenas a fracdo 4l poderia apresentar contaminacdes por
proteinas (valor inferior a 1,8) e apenas a fracdo 4ll estaria livre de contaminacdes por parte
de péptidos e aminoacidos aromaticos. Porém, segundo o resultado da eletroforese, a
fracdo que melhor resultado apresentou foi a 2I, pois é representada por uma banda Unica.
Quanto ao tamanho esperado para as bandas no gel da Figura 15, seria superior a 10000
bp (informacdao retirada das sequéncias gendémicas de cada estirpe de Phdp apresentadas
no NCBI). Por isso, esperar-se-ia bandas num nivel superior ao correspondente a primeira

banda do padréo utilizado. Este facto comprovou-se.
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O gradiente de temperatura do annealing para selecdo da temperatura otima pode ser
observada na Figura 16. E possivel observar que a banda mais intensa na area pretendida

€ correspondente a temperatura de annealing de 56,2°C (F), sendo esta considerada 6tima.

Figura 16 - Eletroforese referente as aos produtos da amplificacdo do gene da FrpA por PCR do
gDNA de Phdp. T: Tamanho das bandas (bp) de M; M: Padréo; A: Amostra de 2| purificada; B, C, D,
E, F, G, H e I. Amostras de PCR resultantes de diferentes temperaturas de annealing. As
temperaturas foram de 48°C; 49,3°C; 51,5°C; 53,8°C; 56,2°C; 58,5°C; 60,7°C e 62°C, respetivamente
e pela ordem indicada

ApOs selecionar a temperatura de annealing, procedeu-se a uma amplificagéo, por PCR,
do gene FrpA baseado no extrato selecionado, o 2I. Esta PCR foi realizada com o objetivo
de aumentar a quantidade da sequéncia de nucleétidos correspondente a proteina
pretendida, FrpA, com aprox. 1983 bp, situando-se préxima a oitava banda da mistura
padrdo, com 2000 bp. Prosseguiu-se para a realizacdo do mesmo procedimento utilizando
uma maior quantidade de pDNA, fez-se novamente uma eletroforese e recortaram-se as
bandas, correspondente aos pogos B, C e D (Figura 17), para obter o gene com maior
pureza. Posteriormente prosseguiu-se a purificacdo destes produtos. Obteve-se trés
fracBes, uma para cada banda recortada, porém como eram todas relacionadas a sequéncia
da proteina pretendida, FrpA, juntaram-se as fragcbes para se obter apenas uma (Pool). Os

valores destas purificacdes estdo expostos na Tabela XIII.
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Tabela Xlll — Concentracdes e relacdes de Absorvancia
260/280 e 260/230 de FrpA, de cada uma das fracbes

purificadas
Fracdes Concentragéo Abs Abs
¢ (ng/pL) 260/280 260/230
1 6,3 1,52 0,21
2 7,8 1,68 0,13
3 7,6 1,58 0,10
Pool 8,1 1,65 0,15

As amostras 1, 2 e 3 foram obtidas através do recorte no gel, Figura 17 B,
C e D, respetivamente; Pool é a juncao dessas 3 fracoes

Figura 17 — Eletroforese relativa aos produtos de amplificacdo de FrpA. T: Tamanho das

bandas (bp) de M; M: Padrdo; A: 10 pl de amostra de FrpA; B, C e D: amostra A, com um
maior volume e com o recorte feito para obter a banda pretendida

Quanto as concentrac¢des, foram baixas em relagdo aos 100 ng/pL utilizados inicialmente
para se realizar o PCR. Este resultado era esperado pois através do processo de purificacdo
de bandas recortadas do gel perde-se material genémico. Quanto a purificacdo das
amostras, segundo os valores de Abs 260/280 e Abs 260/230, estas amostras podem estar
contaminadas ndo s6 com proteinas, mas também com fendis, compostos aromaticos e

hidratos de carbono.

A digestdo destes produtos amplificados foi realizada com as duas enzimas de restricdo
ja utilizadas anteriormente, a Nhel e a EcoRI. A concentragcdo do pool, referente a
amplificacdo da sequéncia de FrpA, digerida e purificada deu origem a um produto com
concentracdo de 12,4 ng/uL, uma relacdo de Abs 260/280 de 1,73 e Abs 260/230 de 1,70,
valores superiores aos obtidos primeiramente. Prosseguiu-se para a clonagem com duas
concentragdes, 10 ng e 100 ng/ul, para as amostras de FrpA e 100 ng/ul, para as amostras

dos fragmentos.

Apos as sequéncias sintéticas serem alinhadas obteve-se os fragmentos 1 e 6. Estes
fragmentos sofreram também clonagens, para haver uma juncédo destes com o pVAX-GFP
digerido. De cada placa que resultou do choque térmico, de cada plasmideo, foram
escolhidas 3 colonias, e os respetivos plasmideos foram purificados e digeridos. Recorreu-
se a eletroforese para confirmar se alguma colénia escolhida continha os plasmideos
esperados (pVAX-FrpA-GFP, pVAX-Fragl-GFP e pVAX-Frag6-GFP), como se pode

observar na Figura 18.
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Figura 18 - Placas referentes a colonias com plasmideos de pVAX-FrpA-GFP com 10 ng (a) e com
100ng (b), pVAX-Fragl-GFP (c) e pVAX-Frag6-GFP (d), com as coldnias escolhidas; (e) Gel referente
a duas colonias escolhidas de pVAX-Fragl-GFP; (f) Gel referente as trés col6nias escolhidas de
pVAX-Frag6-GFP; T: Tamanho das bandas do Padrdo; M: Padrdo; A: amostras purificadas; B:
amostras purificadas e digeridas com EcoRlI; C: amostras purificadas e digeridas com Nhel
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Na Figura 18 podem observar-se placas resultantes do espalhamento de suspensédo de
E. coli “com centrifugacdo”, que contém mais colénias que as outras pois estas placas
resultaram de culturas mais concentradas. Quando se trata das colénias que contém
plasmideos com os fragmentos, ndo existe grande possibilidade de varias combinacdes, isto
€, ou a colbnia tem os plasmideos com os fragmentos, ou contém os plasmideos sem
fragmentos, ao contrario da placa com as colénias contendo FrpA. Existem muitas mais
combinacfes possiveis e a probabilidade de escolher a coldnia certa € menor. Por essa
razdo, foram escolhidas colénias da placa “sem centrifugagdo” para os plasmideos com os
fragmentos (1 e 6) e colénias da placa “‘com centrifugacdo” para o plasmideo contendo

FrpA.

Quanto ao tamanho das bandas esperadas nas eletroforeses dos plasmideos com os
fragmentos 1 e 6, os dois plasmideos pretendidos tém o tamanho bastante semelhante,
sendo que o plasmideo pVAX-Fragl-GFP tem 3699 bp e o pVAX-Fragl-GFP tem 3687 bp.
Esperar-se-ia que ao serem recortados com uma enzima de restricdo (tanto com a Nhel
como com a EcoRI) a banda correspondente a estes dois plasmideos ficaria situada entre
as bandas 3000 bp e 4000 bp da mistura de padrdo. Este facto comprovou-se com as trés
colénias escolhidas, de cada plasmideo contendo os fragmentos, porém apenas se mandou

sequenciar duas.

Ap6s sequenciacdo algumas destas colonias demonstraram corresponder aos
plasmideos esperados, tais como as colénias 1 e 2 transformadas com o plasmideo
contendo o fragmento 1 e as colonias 2 e 3 respeitantes ao fragmento 6. Utilizou-se o
software EXPASY e verificou-se que ao traduzir as sequéncias recebidas do
sequenciamento estas traduziam os péptidos esperados, tanto os aminoacidos relativos ao
fragmento 6 como os aminocidos relativos a sequéncia de GFP (0 mesmo aconteceu com

o fragmento 1). Estes resultados podem ser observados na Figura A 10 do Anexo.

Nao foi possivel obter colbnias transformadas com pVAX-FrpA-GFP, durante o decurso
do trabalho experimental. Este facto pode ter ocorrido por diversas razdes, ndo s6 por haver
uma baixa probabilidade de encontrar uma colénia correta nas placas, como explicado
anteriormente, mas também a possibilidade de os primers utilizados ndo serem os ideias
para a estirpe utilizada, dando origem a uma amplificacdo errada, a possibilidade de ter

ocorrido uma contaminacao no crescimento da bactéria Phdp, havendo uma amplificagédo de
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outra sequéncia (ndo relacionada a proteina) e a escolha da banda amplificada ter sido a

errada.

Os primers utilizados neste estudo foram realizados a partir da sequéncia obtida através
da base de dados de NCBI (NZ_MCFX02000016.1), e segundo o BLAST esta proteina tem
alinhamento com as estirpes DI211 (KP100338.1) (100% de percentagem de alinhamento,
AS-16-0540-1 (CP061857.1) e AS-16-0555-7 (CP061864.1) (90% de percentagem de
alinhamento). Para além destas estirpes existem muitas mais, porém nao mostram
alinhamento com esta proteina. Visto que ndo se tem a certeza da sequéncia exata da
proteina da estirpe utilizada neste trabalho, pode né&o ter acontecido um alinhamento total ou
parcial com a sequéncia utilizada para obter os primers. Sem um conjunto de primers ideais
ndo ha formacdo do produto de PCR desejado (Dieffenbach et al., 1993). Estes primers
seguem todos os critérios, o que faz com que sejam considerados primers ideais. Porém se
ndo forem utilizados na estirpe correta ndo havera resultados esperados. No trabalho de
Valderrama et al. (2019), utilizaram a estirpe DI21 e um primer forward muito semelhante,

porém com um comprimento maior.

No resultado da PCR (Figura 17), existiam 3 bandas situadas proximas a oitava banda do
padrdao, com 2000 bp. A proteina pretendida, FrpA, tem aprox. 1983 bp. A primeira banda
ampliada situava-se mais proxima a banda do padrdao correspondente a de 2500 bp, a
segunda banda (do meio) encontrava-se a aprox. da linha da banda do padrdo
correspondente a 2000 bp, e a terceira banda situava-se um pouco abaixo da banda do
padrao de 2000 bp, porém também bastante préxima. Escolheu-se a segunda banda (do
meio) por estar mais préxima do marcador de 2000 bp, porém também era possivel que a

banda de baixo fosse a amplificacdo que se desejava.

4.4. Purificacao de pDNA

Apobs a lise celular das estirpes de E. coli DH5a transformadas, produziu-se 500 mL para
purificacdo de pDNA. Utilizou-se a cromatografia por interacéo hidrofébica para a purificacdo
final dos plasmideos. A remog¢do de contaminantes, como proteinas, RNA, endotoxina e
gDNA, é possivel devida a estes possuirem diferentes graus de hidrofobicidade (Diogo et
al., 2000). Esta separacdo baseia-se na interacdo das regides hidroéfobas presentes em
macromoléculas na solucdo de carga com ligandos hidr6fobos nas membranas

cromatogréficas (McCue, 2009).
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Ao utilizar uma concentracéo de 2,5 M de sulfato de aménio € possivel obter a separacao
entre impurezas nao absorvidas (primeiro pico, escoamento), pDNA de circulo aberto
(primeiro pico de eluicdo claro), pDNA superenrolado (segundo pico de eluicdo) e RNA
(dltimo pico de eluicdo) (Bo et al., 2013; Raiado et al., 2013), como é possivel observar na
Figura 19. O pDNA superenrolado (sc) € considerado mais eficaz na transferéncia de
expressao génica comparada ao de circulo aberto (oc) (Cupillard et al., 2005), resultando

numa resposta imune mais eficaz. Porém, este facto ja foi contrariado (Bergan et al., 2000).
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Figura 19 — Perfis cromatogréaficos nas etapas de HIC. a) pico de escoamento contendo impurezas
ndo hidréfobas e primeiro pico de HIC que contém pDNA de circulo aberto (oc); b) segundo pico de

HIC que contem pDNA superenrolado (sc); ¢) RNA e outras impurezas. Adaptado de Urthaler et al.,
2005

Na Figura 20, em maior parte dos perfis cromatograficos resultantes de HIC, n&do houve
diferenca entre os dois picos, do oc e sc, e ndo se conseguiu distinguir onde um pico de oc

acabava e onde o pico relativo ao sc comegava, a excec¢ao da primeira corrida com o0 pVAX-
GFP (a).
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Figura 20 — Perfis cromatograficos de HIC de pDNA relativos a pVAX-GFP (a, b e c¢); pVAX-
Fragl-GFP (d, e e f); e pVAX-Frag6-GFP (g, h e i). Absorvancia a 260 nm (azul) e
condutividade (cinzento) versus volume da coluna

Estes erros podem ser explicados por diversas razdes. Existem trés etapas bastante
importantes apés a lise alcalina e antes do HIC: precipitacdo de pDNA com isopropanol,
redissolucdo do pDNA precipitado num tampéo apropriado e precipitacdo de proteina, RNA
e endotoxinas com sulfato de amaénio (Trindade et al., 2005). Nem sempre estes 3 requisitos
foram mantidos. A precipitacdo de pDNA com isopropanol e a redissolugdo do pDNA foi
sempre respeitada, porém, inadvertidamente, o tempo de precipitacdo de impurezas com
sulfato de amoénio nem sempre foi respeitado. Este Ultimo apenas foi respeitado na
purificagdo do plasmideo pVAX-GFP, atingindo melhores resultados comparando com o0s

anteriores.

Outra razao provavel é ter-se excedido a capacidade da membrana. O volume utilizado
(cerca de 15 mL por corrida) e/ou a concentracdo de plasmideo estaria possivelmente em
demasia. Pode ser corrigido por utilizar menos volume em cada corrida, em futuras

purificacoes.
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Através da eletroforese foi possivel observar que todas as amostras que originaram
perfis de HIC ndo esperados ainda continham RNA. Foi necessario utilizar uma etapa extra
em que se fez uma incubacédo de 15 minutos com RNAse (5 mg/mL). Apés a HIC todo o
RNA deveria estar separado do pDNA, pois o0 RNA tem cadeia simples, tendo um alto
carater hidréfobo devido a exposicao das suas bases, enquanto o pDNA apresentam baixa
hidrofobia, porque as suas bases estdo protegidas dentro da dupla hélice (Li et al., 2005;
Diogo et al., 2001). Isto pode ser explicado pelo facto de que como ndo se respeitou o
tempo necessario na etapa de precipitacdo de impurezas com sulfato de amonio, houve
uma grande quantidade de RNA presente na amostra que foi utilizada no HIC e n&o houve
capacidade, por parte da membrana da cromatografia, para interagir hidrofobicamente com

toda a quantidade existente de RNA.

Ap6s concentracdo e diafiltracdo dos lotes produzidos de plasmideos pVAX-GFP, para
ser utilizado como controlo, pVAX-Frag6-GFP e pVAX-Fragl-GFP, foram obtidas as

quantidades expostas na Tabela XIV.

Tabela XIV — Valores de massa total obtida de cada plasmideo

Plasmideo Massa total obtida (ug) Volume total (uL)

pVAX-GFP 1505 2600
pVAX-Frag6-GFP 5318,1 2500
pVAX-Frag1l-GFP 2104,4 800

Para que as concentragfes das emulsdes recebidas pelos peixes possuissem a mesma
concentracdo optou-se por ajustar os lotes ao do pVAX-GFP, que continha 1505 pug de

plasmideo, para as vacinas administradas por injecao.

O objetivo seria administrar uma dose de 2 Ug pona/g peixe (Kumar et al., 2007) porém,
devido aos valores de massa obtidos ap0s purificacdo serem inferiores aos necessérios
para atingir esta dose, teve de se utilizar uma dose de 1,2 Ug pona/Q peixee. EM outros
trabalhos, em que testaram a eficiéncia de vacinas de DNA em trutas-arco iris, utilizaram
uma dose inferior, 1,92 ,ona/g peixe (LOrenzen et al., 1998) e 0,125 ppona/g peixe (Corbeil et al.,
2000), como descrito na Tabela A VIII, do Anexo. No trabalho de Lorenzen et al. (1998)
atingiram valores de RPS de 94% e 97%, dependendo do tratamento, e no estudo de
Corbeil et al. (2000) obtiveram um valor de RPS de 50+3% por injecdo intraperitoneal e

100% por injecdo intramuscular.
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4.5. Sintese e Encapsulamento de Nanoparticulas de CS-TPP

Num outro trabalho foram testados varios volumes e varias concentracfes diferentes
para a sintese de nanoparticulas de CS-TPP. A amostra que demonstrou melhor resultados
foi designada LC2 por ter usado quitosano de cadeia longa (LC) (Fonseca, 2020). A

caracterizacdo das nanoparticulas resultante esta exposta na Tabela XV.

Tabela XV - Valores de tamanho (Z-avarage), indice de polidispersidade (PDI) e Potencial Zeta, apos
sintese de nanoparticulas de CS-TPP. Retirado de Fonseca, 2020

Nanoparticulas Z-avarage (d. nm) PDI Potencial Zeta (mV)
LC2 200 0,285 40+4

Esta formulagéo foi considerada a melhor devido ao facto de apresentar um dos menores
didmetros (200 nm), valor de PDI baixo, sendo este menor que 0,5 (padrdo altamente
monodisperso) e potencial zeta positivo, querendo dizer que as cargas superficiais das

nanoparticulas podem interagir com o pDNA, tendo este uma carga negativa.

O processo de Fonseca (2020), foi apenas otimizado para 1 mL de suspensao coloidal
de nanoparticulas, para uma quantidade de 15,8 pL pDNA. Neste trabalho era necessario
828 pL de pDNA, por isso, o processo de complexacao foi repetido 53 vezes. Foi necessario
fazer a juncéo de 6 solucdes coloidais resultantes de 5 mL de quitosano (3 mg/mL) mais 2
mL de TPP (0,75 mg/mL). Os valores das medi¢cfes destas 6 fracdes estdo expostos na
Tabela XVI.

Tabela XVI — Valores médios de tamanho (Z-avarage), indice de polidispersidade (PDI) e Potencial
Zeta obtidos ap6és sintese de nanoparticulas de CS-TPP

Nanoparticulas Z-avarage (d. nm) PDI Potencial Zeta (mV)
1 164,1 0,199 35
2 155,4 0,196 32
3 166,4 0,217 35
4 192,1 0,239 38
5 184,2 0,230 29
6 161,3 0,187 32

Em comparacédo com os dados exibidos anteriormente, foram obtidas nanoparticulas com
menores diametros, PDI e Potencial Zeta. Apesar do procedimento ter sido idéntico, existem

fatores que ndo foram controlados, como a temperatura ambiente.

Nanoparticulas usadas como veiculo de entrega de farmacos, por definicdo, tém um

diametro que varia de 10 a 1000 nm de (Mudshinge et al., 2011). Todas as nanoparticulas
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sintetizadas neste trabalho se encontravam dentro destes valores, podendo ser

consideradas, de facto, como nanoparticulas.

Apesar de valores menores de indice de polidispersidade que 0,5 serem geralmente
considerados aceitaveis, o intervalo entre 0,1 e 0,25 é melhor pois indica que a distribuicdo
de tamanhos no conjunto de particulas € reduzida, significando também que em suspenséo
ndo sdo expectaveis impurezas particuladas nem agregados de nanoparticulas (Cho et al.,
2013). Todos os resultados obtidos através das medi¢gbes de PDI estdo compreendidos no
intervalo de 0,1 a 0,5, ao contrario do trabalho anterior de Fonseca (2020) utilizando o
mesmo procedimento e as mesmas concentracdes de quitosano e de TPP (0,285). Estes
valores podem significar que a suspensdo esta quase monodispersa, sem impurezas

particuladas e ndo existiu agregacao das nanoparticulas durante o processo de sintese.

Quanto aos valores de potencial zeta demonstraram ser menores quando comparados
com o trabalho que foi utilizado como referéncia; porém, os valores continuaram positivos,
podendo considerar que terdo o mesmo efeito na encapsulagdo com pDNA, pois permitem
gue haja uma interagdo entre a superficie das nanoparticulas (carga positiva) com o pDNA

(carga negativa).

Fonseca (2020), apos encapsulacdo do pDNA, obtive os seguintes resultados expostos

na Tabela XVII para o plasmideo pVAX-GFP.

Tabela XVII — Valores de tamanho (Z-avarage), indice de polidispersidade (PDI) e Potencial Zeta,
apos encapsulamento. Retirado Fonseca, 2020

Nanoparticulas Plasmideo Z-avarage (d. nm) PDI Potencial Zeta (mV)
L PVAX-GFP (1) 171 0,172 414
PVAX-GFP (2) 141 0,132 3945

Utilizando o mesmo procedimento, e respeitando o0s volumes e concentracoes,
obtiveram-se 0s seguintes valores, expressos na Tabela XVIIl. Apenas foram realizadas
medicdes a uma amostra misturada com cada uma das solugbes coloidais das

nanoparticulas.

57

Desenvolvimento de vacinas de DNA contra fotobacteriose; Beatriz Santos; 2021



Tabela XVIII - Valores médios de tamanho (Z-avarage), indice de polidispersidade (PDI) e Potencial
Zeta, apds encapsulamento obtidos

Nanoparticulas Solugdo com pDNA | Z-avarage (d. nm) PDI Potencial Zeta (mV)
1 1 120 0,260 21
2 11 110 0,246 19
3 24 125 0,227 18
4 34 152 0,193 10
5 45 120 0,250 18
6 55 140 0,274 18

Ao adicionar a solu¢cdo de pDNA com 15,8 ug a solucéo coloidal LC2, tanto o didmetro
como os valores de PDI das nanoparticulas diminuiram, e os valores de potencial zeta
mantiveram-se. Tanto no trabalho realizado por Fonseca (2020) quer neste trabalho houve
uma diminuicdo do tamanho médio das nanoparticulas com a adicdo de pDNA, como era
esperado pois ao inserir um componente com carga negativa promove uma contracdo da
cadeia de polimero carregada positivamente (Gaspar et al., 2011; Hayashi et al., 2002).
Houve um aumento dos valores de PDI, ao contrario do trabalho de Fonseca (2020). Alguns
destes valores continuaram abaixo do limite, € o caso das solu¢bes coloidais feitas com
nanoparticulas 2,3, 4 e 5. Os valores das solu¢cdes coloidais que utilizaram as
nanoparticulas 1 e 6 demonstraram PDI maior que 0,25, porém menores que 0,5, sendo
consideradas aceitaveis. Quanto & diminuigdo do potencial zeta esta pode ser explicada por
ndo ter ocorrido uma competicdo do pDNA com o TPP, ao contrario do que aconteceu em
trabalhos anteriores. Pode ter acontecido menor substituicio do TPP por pDNA nas
nanoparticulas. Como tanto o TPP como o pDNA tém carga negativa, tal induziu uma

diminui¢do do valor de potencial zeta.

Para verificar a eficiéncia de encapsulagéo deveria ter sido efetuado um gel de agarose,
mas nao foi possivel devido a questdes de tempo. Porém, como as nanoparticulas cumprem
todos os requisitos estabelecidos pelos distintos testes de qualidade, e a ligacdo foi
realizada segundo Fonseca (2020), considerou-se que a encapsulacao se realizou com uma

eficiéncia aceitavel.

4.6. Avaliacao da eficacia das vacinas de DNA

Os robalos foram vacinados por injecdo intraperitoneal (i.p.) e foram efetuados cinco
tratamentos, trés tratamentos suplementados com adjuvante Montanide ISA 763 A VG,
contendo os plasmideos pVAX-GFP, pVAX-Fragl-GFP e pVAX-Frag6-GFP, o quarto
tratamento contendo o plasmideo pVAX-Frag6-GFP suplementado com adjuvante

Montanide Gel PR 02 e por ultimo, os peixes de controlo, injetados com PBS estéril. Apos
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30 dias da vacinacéo os peixes foram infetados com Phdp C4 para avaliar a eficacia das

vacinas estudadas.

Foi observada mortalidade no periodo de imunizacdo, como se pode observar na Tabela
XIX. Esta mortalidade acrescida ocorreu nos peixes vacinados com pVAX-GFP (T1) e
pVAX-Fragl-GFP suplementadas com adjuvante Montanide ISA 763 A VG (T2), que
partiihavam a mesma SUMP. Houve apenas 1 peixe que morreu nos tratamentos que
continham o plasmideo pVAX-Frag6-GFP suplementado tanto com Montanide ISA 763 A
VG, como com Montanide Gel PR 02. Esta mortalidade representou 12% dos peixes

vacinados com T1 e 26% dos peixes vacinados com T2.

Tabela XIX — Mortalidade registada em cada tanque durante o periodo apds-vacinagao

Tratamento Percentagem de mortalidade (%)
Controlo (PBS) 0,00
T1 - Vacina pVAX-GFP com Montanide ISA 763 A VG 12,32
T2 - Vacina pVAX-Frag1-GFP com Montanide ISA 763 A VG 25,64
T3 - Vacina pVAX-Frag6-GFP com Montanide ISA 763 A VG 1,28
T4 - Vacina pVAX-Frag6-GFP com Montanide Gel PR 02 1,28

As mortes ocorridas durante o tempo de imunizagdo ndo podem ser explicadas pelos
fatores ambientais pois a temperatura manteve-se nos 18-19°C, sendo o intervalo de
temperatura 6timo para D. labrax entre 20-25°C (Vinagre et al., 2012), o pH foi mantido a
aprox. 8, a salinidade a aprox. 32 ppt e os valores de oxigénio superiores a 80%, 0 que sao
valores normais de criagdo de robalos juvenis (Lemarié et al., 2004), ndo fazendo com que
sejam valores limitantes do crescimento nem propicios a mortalidade. Geralmente, os
efeitos secundéarios do uso de adjuvantes sdo inevitaveis. Os peixes, vacinados com
adjuvante Montanide ISA 763 A VG, perderam o apetite, alimentando-se muito menos
comparando com peixes vacinados com o adjuvante Montanide Gel PR 02 e vacinados com
PBS (controlo). Este facto pode ser explicado por existéncia de aderéncias e lesdes
causadas por injecdo que levam a uma reducdo do consumo de racdo e inibicdo do
crescimento (Berg et al., 2006), consequentemente levando a um aumento da mortalidade.
No estudo de Li et al. (2020), ao estudarem diversos adjuvantes concluiram que o adjuvante
Marcol 52 induzia protecdo eficaz, bastante semelhante a outros adjuvantes como
Montanide ISA 763 A VG, porém causava menos efeitos secundarios, fazendo deste uma

alternativa viavel.
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Tal como ocorrido no estudo de Spinos et al. (2017), foram observados
macroscopicamente residuos de adjuvante externos aos 6rgaos (Figura 21 a, circundado a
vermelho) e gordura ao redor dos intestinos em alguns peixes sacrificados. No estudo de Xu
et al. (2019), também se verificou que guando os peixes foram vacinados na cavidade
peritoneal, o residuo de adjuvante foi reduzindo gradualmente, sugerindo que o adjuvante
poderia ser absorvido e metabolizado lentamente pelos peixes, esta reducédo de adjuvante
também foi verificada, a olho nu, no estudo presente. Foi observado também uma bexiga

natatdria hiper-insuflada e fezes e intestinos verdes, exposto na Figura 21.

Figura 21 - Robalos juvenis com a) bexiga natatdria hiper-insuflada e residuo de adjuvante
externo aos 6rgéos (circundado a vermelho) e b) intestino com tonalidade verde, ao final de 30
dias apés vacinacao

A bexiga natatdria dos peixes € um orgao hidrostético, regulador da flutuabilidade, que
se desenvolve durante a ontogénese larval inicial a partir da parede dorsal do trato digestivo.
A insuflagcdo correta da bexiga natatéria é essencial para o controle funcional da
flutuabilidade, capacidade de natacdo e sucesso na alimentacdo (Peruzzi et al., 2007). A
maior parte dos peixes vacinados com vacinas suplementadas com Montanide ISA sofreram
uma hiperinsuflacdo da bexiga natatéria, diminuindo a capacidade de natacdo e 0 sucesso
na alimentacdo. Esta pode ter sido uma das razfes para explicar a mortalidade apenas nos
peixes vacinados com este adjuvante. Ndo existe bibliografia que justifique este facto, porém

pode ser um dos efeitos secundarios deste adjuvante.

No estudo de Richards et al. (2003), também se verificou que os ratos vacinados
oralmente com GFP produziam fezes verdes. Para verificar se de facto este evento se deve
a traducdo de GFP nos peixes vacinados com o adjuvante Montanide ISA seria necessario
proceder a um ensaio de fluorescéncia. Se a proteina GFP for de facto traduzida, esta &
excretada, sendo este facto possivel. Se a proteina GFP esta a ser traduzida ent&o
podemos considerar que toda a sequéncia esta a ser traduzida, conferindo imunidade ao

peixe.
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Segundo os resultados do ensaio ELISA, o0s peixes injetados com vacinas
suplementadas com adjuvante Montanide ISA desenvolveram anticorpos, ao contrario dos
peixes vacinados com vacina suplementada com Montanide Gel, como é possivel observar

na Figura 22.
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Figura 22 — Anticorpos presentes no soro de peixes tratados com vacinas contendo pVAX-GFP,
pVAX-Fragl-GFP e pVAX-Frag6-GFP, suplementadas com adjuvante Montanide ISA 763 A VG e
adjuvante Montanide Gel 02 PR

Nenhum dos tratamentos apresentou diferengas estatisticamente significativas (p>0,05).
Observou-se nos peixes tratados com a vacina Frag6 e Fragl suplementada com Montanide
ISA um aumento de anticorpos no periodo de tempo de t15 a t30, havendo um maior
aumento nos peixes vacinados com a vacina contendo o Fragl; no entanto para os peixes
vacinados com pVAX-GFP sofreram uma pequena diminuicdo, mas foi possivel verificar
alguma prote¢do. Houve um pequeno aumento de anticorpos quando utilizada a vacina
Montanide Gel, porém néao significativa. Segundo a analise estatistica o tempo (t15 e t30)

nao influenciou nenhum dos valores de anticorpos (p>0,05).

O adjuvante Montanide ISA juntamente com o vetor pVAX-GFP estimulou o
aparecimento de anticorpos, tal como nos estudos de Jaafar et al. (2015), e de Soltani et al.
(2016). Estes investigadores sugeriram que o adjuvante induz uma estimulagéo do sistema
inato e humoral com um aumento do nimero de células B que conduz a uma alta producéo
de IgM e de anticorpos. A presenca de uma elevada quantidade de anticorpos permite a
inativagcdo mais rapida e imediata do patégeno durante a infecdo proporcionando maior

protecao.

Os peixes com pVAX-Frag6-GFP foram os que obtiveram uma menor mortalidade
(Figura 23).
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Figura 23 — Mortalidade ao longo do periodo de infecdo com Phdp

N&o houve mortalidade de peixes ndo infetados, injetados com PBS e mantidos nas
mesmas condicbes de infe¢cdo, querendo dizer que toda a mortalidade ocorrida é
relacionada apenas com a infe¢cdo. Os resultados de PCR (Figura A 1, do Anexo)
demonstram que ocorreu amplificacdo de ambos os genes significando que Phdp foi
detetada nos 6rgdos amostrados, sugerindo que a bactéria tera sido o fator responsavel

pelo comportamento moribundo apresentado pelos peixes.

N&o era esperado que houvesse mortalidade logo ap6s as 24 horas de infecdo, o que
pode ser devido a dose do patdgeno utilizada ser muito elevada para robalos. Segundo
Mancuso & Zaccone (2016), o LD50 calculado para robalos com cerca de 25 g é de 3,1x10°
células/mL. Também no estudo de Do Vale et al. (2005), a dose de Photobacterium
damselae subsp. piscicida utilizada na infecdo de robalos foi de 2.1+0.2x10” UFC. A dose
de infecdo utilizada neste trabalho foi maior.

OS valores de RPS ap6s 2 semanas de infecdo com Phdp podem ser observados na
Tabela XX.
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Tabela XX — Valores de RPS apds 2 semanas de infegao

Tratamento RPS (%)
Controlo (PBS) 0,0
T1 - Vacina pVAX-GFP com Montanide ISA 86,6
T2 — Vacina pVAX-Frag1-GFP com Montanide ISA 73,3
T3 - Vacina pVAX-Frag6-GFP com Montanide ISA 93,3
T4 - Vacina pVAX-Frag6-GFP com Montanide Gel 73,3

Obteve-se uma maior RPS nos peixes vacinados pVAX-Frag6-GFP suplementado com
Montanide ISA (93%), seguido por peixes vacinados com pVAX-GFP suplementados com
Montanide ISA (86%), e por fim, mas com resultados elevados também, peixes vacinados
com pVAX-Fragl-GFP suplementado com Montanide ISA e peixes vacinados com pVAX-
Frag6-GFP suplementado com Montanide Gel (73%). Ao utilizar o adjuvante Montanide ISA
763 A VG, o autor Xu et al., 2019, obtiveram um RPS de 75% apds 4 semanas, com a
utilizagdo de uma vacina de bactéria inativada contra V. harveyi. Existe uma vacina
comercial, com o nome de ICTHIOVAC-LG LACTOCOCOSIS TRUCHA (https://mri.cts-
mrp.eu/human/downloads/ES_V_0171 001 _FinalSPC.pdf), que utiliza este mesmo
adjuvante, destinada para trutas com cerca de 20g contra Lactococcus garvieae e confere
um RPS superior a 75%. Comparando a uma vacina comercial contra Photobacterium
damselae subs. piscicida, feita com bactérias inativadas, referida na Tabela | da Secgéo 1,
foi possivel obter valores de RPS semelhantes e superiores aos documentados por essa
vacina (80 a 90%) (Magarifios et al, 1994c). Comparando também com outro tipo de
vacinas expostas na mesma Tabela foi possivel observar que os valores de RPS neste

estudo foram bastante superiores.

Apesar da vacina com pVAX-Frag6-GFP suplementada com Montanide Gel ter obtido
um valor elevado de RPS (73%) isto néo se refletiu nos valores de titulos de anticorpos. Nao
houve detec&o de anticorpos nas placas de ELISA, em nenhum dos tempos de amostragem.
Segundo a empresa Seppic, este adjuvante foi projetado para assegurar uma libertacdo
lenta da vacina, devido as propriedades de adsor¢cdo do polimero, melhorando o
recrutamento do sistema imunolégico inato. Neste estudo, os peixes vacinados com este
adjuvante ndo obtiveram titulos de anticorpos, porém de facto devem ter melhorado o
sistema imunologico inato fazendo com que fosse possivel a sobrevivéncia a infegéo,

conferindo na mesma a protecao eficaz.
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5. Conclusao e Perspetivas Futuras

O processo de construcdo dos plasmideos foi dificil e moroso. Houve varios passos
criticos, desde a escolha dos fragmentos, o desenho dos primers, o processo de clonagem e
choque térmico e a escolha das colénias de E. coli DH5a pretendidas que possivelmente
continham o plasmideo alvo. Porém, foi possivel obter o plasmideo pVAX-Fragl-GFP e
pVAX-Frag6-GFP.

Um dos objetivos era construir também um plasmideo com a sequéncia completa da
proteina-alvo, pVAX-FrpA-GFP, porém néo foi possivel obteve este vetor. Este facto pode
ter ocorrido por diversas razfes, como: haver uma baixa probabilidade de encontrar uma
colénia correta nas placas, a possibilidade de ter ocorrido uma contaminagdo no
crescimento da bactéria Phdp, havendo uma amplificacdo de outra sequéncia (n&o

relacionada a proteina) e a banda escolhida para ser amplificada ter sido a incorreta.

Houve bastante dificuldade na purificagdo por HIC, obtendo-se graficos bastante
diferentes do que o suposto. A precipitacdo de pDNA com isopropanol e a redissolugéo do
pDNA foi sempre respeitada, porém, inadvertidamente, o tempo de precipitagdo de
impurezas com sulfato de aménio nem sempre foi respeitado, fazendo com que houvesse
uma grande quantidade de RNA presente na amostra que foi utilizada no HIC. Este ultimo
apenas foi respeitado na purificacdo do plasmideo pVAX-GFP, atingindo melhores
resultados comparando com os anteriores. Outra razao provavel é ter-se excedido a
capacidade da membrana. O volume utilizado (cerca de 15 mL por corrida) e/ou a
concentracdo de plasmideo estaria possivelmente em demasia. Pode ser corrigido por

utilizar menos volume em cada corrida, em futuras purificacdes.

Devido a estes erros no procedimento, obteve-se uma quantidade total de cada
plasmideo menor do que a esperada, sendo que so foi possivel administrar 1,2 pug pona/g

peixe, €M vez da dose pretendida de 2 pg ppna/g peixe.

Todas as nanoparticulas sintetizadas neste trabalho, para serem utilizadas na
encapsulacdo de DNA, encontravam-se dentro dos valores 6timos de tamanho, potencial
zeta e PDI. O encapsulamento também foi considerado como sucesso. Estas nanoparticulas

foram utilizadas para outra dissertacdo de outra aluna e Mestrado de Aquacultura.
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Houve alguma mortalidade nos peixes vacinados com pVAX-Fragl-GFP (T2) e pVAX-
GFP (T1), vacinas suplementadas com o adjuvante Montanide ISA, durante o periodo de
imunizacdo. Chegou-se a conclusdo de que esta mortalidade pode ter sido resultado de

efeitos secundarios do préprio adjuvante.

Estes peixes, vacinados com T1 e T2, perderam o apetite apdés serem vacinados,
alimentando-se muito menos comparando com 0s peixes vacinados com a vacina
suplementada com o adjuvante Montanide Gel (T4). Este facto pode ser explicado por ter
ocorrido uma hiperinsuflacdo das bexigas natatérias. Foi observado nestes peixes que as
suas bexigas natatorias estavam hiperinsufladas, isto faz com que haja uma diminuicdo da
capacidade de natagdo e, consequentemente, do sucesso na alimentacdo. N&o foi
encontrada bibliografia que justifique este facto, porém pode ser um dos efeitos secundarios

deste adjuvante, seriam necessarios mais estudos sobre estes.

Para que ndo houvesse estes efeitos secundarios, poder-se-ia utilizar outro adjuvante,
como Marcol 52, em que foi provado que produz uma protecao eficaz, bastante semelhante

a outros adjuvantes como Montanide ISA, porém causou menos danos.

Observou-se também fezes e intestinos verdes em peixes vacinados com T1, T2 e T3
(pPVAX-Frag6-GFP), vacinas suplementadas com Montanide ISA. Este facto pode ser
explicado pela excrecéo da proteina GFP, porém seria necessério proceder a um ensaio de

fluorescéncia para confirmar esta afirmacéo.

Com os resultados dos ensaios ELISA indireto, concluiu-se que houve um aumento de
anticorpos nos peixes vacinados com vacinas suplementadas com o adjuvante Montanide
ISA. A vacina com pVAX-Frag6-GFP suplementada com Montanide ISA obteve um maior
valor de RPS (93%). Houve um aumento muito pequeno de valor de anticorpos no
tratamento 4 (Vacina suplementada com Montanide Gel) comparativamente aos outros
tratamentos suplementados com Montanide ISA, podendo ser explicado pelo proprio
adjuvante Montanide ISA, induzir uma estimulacéo geral e alta de células B, produzindo uma
alta producao de IgM, enquanto o adjuvante Montanide Gel melhora o sistema imunoldgico
inato. Ao comparar com os resultados do RPS os peixes vacinados com Montanide Gel
também demonstraram valores elevados de sobrevivéncia (73%), querendo dizer que,
apesar de estimular mais o sistema imunoldgico inato e ndo o adaptativo conferiu a protecao

desejada.
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Tendo em conta que muitas vacinas comerciais contra bactérias conferem 75% de RPS,

os valores obtidos neste trabalho foram bastante positivos.

Existem outros testes que se poderiam ter efetuado para verificar a eficiéncia destas
vacinas. A bactéria Phdp tem a capacidade de retirar ferro a hemoglobinas, transportado
pelo sideréforo piscibactina, que por sua vez é transportado pela proteina FrpA. A Phdp é
uma proteina de membrana fixa na superficie externa, logo a vacina fard com que o
hospedeiro destrua o agente infetante (por exemplo por fagocitose) ndo havendo maneira da
bactéria retirar o ferro aos hospedeiros, mantendo-os saudaveis. Logo uma das maneiras de
verificar a eficiéncia dos peixes seria verificar a quantidade de ferro no peixe, e a quantidade
de hemoglobinas, com a contagem total de células sanguineas e quantificacdo de

hemoglobinas no sangue (utilizando o leitor de placas).

Em trabalhos futuros, utilizaria mais dois controlos, peixes vacinados apenas com 0sS
adjuvantes, Montanide ISA 763 A VG e Montanide Gel 02 PR, e mais um controlo positivo,
peixes vacinados com alguma vacina comercial, com RPS e valores de titulos de anticorpos

ja estudados, para que haja uma melhor comparacéo.
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/. Anexos

Tabela A | — Concentracdes de cada componente necessario para a reacéo de PCR

Componentes Volume para 1 reagao (uL) Concentragdo (mM)/ Massa total (ng)
10x Buffer 25
25 mN MgSO.4 15 1,5mM
H20 PCR X
dNTBs 25 0,2 mM
Primer forward 0,75 0,3 mM
Primers reverse 0,75 0,3 mM
gDNA Y 100 ng
KOD 0,5
Total 25

Sendo que o volume de 4gua (X) necessario depende do volume de gDNA (Y) que é utilizado. Este volume a utilizar de Y
depende da concentragéo (ng/pL) da amostra de gDNA
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Tabela A Il - Valores de Peso, em gramas, € volumes, em uL de vacina adminisirada para cada peixe e cada tratamento

Tratamento 1 {C1) Tratamento 1 [C2Z) Tratamento 1 (3] Tratamento 2 (01) Tratamento 2 [DZ) Tratamento 2 (D3) Tratamento 3 (E1) Tratamento 3 (E2)
Peixe = Peso | Volume | Peixe | Peso | Volume | Peixe | Peso | Wolume  Peixe Peso | WVolume  Peixe  Peso | Volume Peixe Peso | Wolume | Peixe | Peso | Wolume  Peixe | Peso | Vaolume
1 18 138 1 18 118 1 11 a1 1 18,3 142 1 18,9 125 1 13,3 33 1 11,8 ar 1 181 133
2 19,1 141 2 132 a7 2 18,2 118 2 19,8 144 2 138 102 2 13,8 102 2 143 105 2 1.8 122
3 18,3 120 3 151 111 3 g ag 3 10,8 78 3 201 143 3 B ar 3 17,2 127 3 17.2 127
4 B3 aa 4 132 134 4 20,8 153 4 148 108 4 133 43 4 12,4 4 4 221 163 4 11,8 ar
3 144 108 3 14 103 3 10,3 Th k] &7 a4 3 174 132 3 13,9 102 3 12,8 g5 3 Ba T3
[ 142 105 [ 1389 102 L1 20 147 i1 11 a1 [ 183 134 [ 11,8 a7 L1 123 2y [ 129 a5
T 12,5 a2 T 12 a3 T 18,2 118 T 14,2 105 T 18,3 120 T 11,9 23 T 18,2 134 T 181 133
8 16 118 8 133 a3 8 13,5 133 i) 13,7 01 8 10,7 74 8 147 108 i 18,1 133 B 10,9 a0
b 7.2 127 ] 18,3 134 k] 13,7 10 k] 18,7 123 ] 18,9 125 ] 141 104 k] 14 103 ] Ba T3
10 157 118 10 133 a3 10 11,8 a7 10 128 33 10 "7 i 10 17.5 128 10 14,5 107 10 177 130
1 18,4 138 11 13,5 a4 1 143 105 11 12,8 93 11 134 102 1 171 124 1 10,4 i 11 M4 158
12 1,4 a4 12 19,4 121 12 83 a1 12 18,8 124 12 1.4 a4 12 T4 55 12 111 a2 12 17.8 131
13 12,4 a5 13 143 108 13 18,7 123 13 12 a3 13 10,8 T8 13 127 g4 13 18,4 121 13 13 157
14 18.8 122 14 193 142 14 A 155 14 13.3 102 14 191 141 14 15,9 17 14 10,2 75 14 1.2 119
13 18,8 137 15 142 105 13 Ba 73 13 10.9 a0 13 183 135 13 12,8 g4 13 111 a2 15 g i3
16 177 130 16 157 118 16 18.4 121 16 172 127 16 17.5 128 16 17.8 130 16 14 103 16 199 147
17 15,8 115 17 17.8 130 17 10,7 74 17 141 104 17 21 155 17 15,3 113 17 10,1 T4 17 154 113
18 N7 L) 18 159 17 18 12,4 2y 18 8.1 a7 18 194 143 18 18,1 118 18 15,8 115 18 10 T4
19 18,8 139 19 18,3 120 19 18,1 118 15 15,5 114 19 141 104 19 15 11 19 18,7 145 19 19,4 121
20 159 17 20 1.8 a3 20 11 b 20 g ag 20 19,8 144 20 13.5 a4 20 oe il 20 12,4 "
Py B4 g 21 13,5 a4 21 12,4 3 21 131 a7 21 124 45 21 BA 70 21 147 108 21 231 1T
22 2 155 22 143 108 18,8 122 22 B3 ag 22 12,8 g4 22 19,8 148 22 152 112
23 18,3 135 23 147 108 23 13 a5 23 128 43 23 21 155 23 7.2 53 23 T3 54
24 13.5 a4 24 28,2 208 24 10,9 a0 24 10,3 a0 24 15,1 i 24 12,1 2g 24 20,5 151
23 13,4 a4 23 T8 58 23 18,4 121 23 143 105 23 12 2g 23 13,9 102 23 14,4 108
26 18,8 124 26 8.0 T3 26 139 102 26 13,7 1 26 8.5 70 26 ohe] 73 26 143 105

Tratamento 1- Wacing de p\AX-GFP com adjuvante Montanidz |54 783 A WG, Tratamento 2: Vacina dz pWAX-Fragl-GFP com adjuvants Montanide |54 763 A VG Tratamento 3: Vacina de

pVAX-Fragh-GFP com aduvante Montanide |5A 783 A WS, As letras e os nimeros est3o refacionados aos aguarios comespondenies|
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Tabela A Il - Valores de Peso, em gramas, e volumes, em pL de vacina administrada para ada peixe e cada tratamento (Continuacio da Tabela A I}

Tratamento 3 {E3} Tratamento 4 {F1) Tratamento 4 {F2) Tratamento & {E3} Contralo (A1) Contralo (82) Contralo (A3)
1 14,3 105 1 18 118 1 12,5 135 1 14,2 108 1 20 120 1 17.7 120 1 18,8 120
2 147 108 2 15,7 118 2 133 88 2 183 135 2 13,4 120 2 185 120 2 13 120
3 235 173 3 10 74 3 13,8 100 3 15,8 115 3 10,2 120 3 15,2 120 3 129 120
4 14 102 4 18,2 141 4 g Ed 4 127 B4 4 127 120 4 0,7 120 4 188 120
5 15 111 5 157 1186 5 18 118 5 17,2 127 5 15,3 120 5 ns 120 5 no 120
g 13,4 2 g g B8 g 21 155 & 152 112 & 132 120 & 138 120 g 17 120
7 12,5 ) 7 18,3 120 7 14 108 7 143 110 7 238 120 7 13 120 7 8.1 120
8 128 100 8 128 102 2 0.8 152 g 18,2 110 g 10,5 120 g 153 120 g 13,7 120
g 18,1 118 g 15,5 114 9 153 113 g 14,1 104 g 18,7 120 g 12,5 120 g a7 120
0 | 177 130 0 | 132 a7 10 7.5 E§ 0 | 201 148 0 | 108 120 0 | 134 120 10 20 120
11 14,8 108 11 10,2 75 11 153 113 14 14,3 108 14 18,1 120 1 10,2 120 1 17,7 120
12 | 185 122 12 | 124 136 12 | 125 o 12 | 185 122 12 | 104 120 12 | 138 120 12 | 149 120
13 | 223 184 13 | 157 118 13| 138 102 13 | 143 105 13 | 112 120 13 | 128 120 13 | 175 120
4 | 171 126 94| 187 138 | 132 o7 4 | 158 18 14 04 120 14 23 120 14 | 128 120
15 | 187 123 15 | 185 144 15 | 182 145 15 | 198 147 15 | 138 120 15 | 132 120 15 | 207 120
16 | 130 102 16 | 155 114 16 | 143 105 € | 127 138 16 20 120 16 | 134 120 1€ | 188 120
17 | 158 118 17 14 103 17| 184 124 17 | 154 113 17 | 122 120 17 18 120 17 | 182 120
18 | 245 181 12 | 182 141 18 | 151 11 128 | 158 17 12 | 147 120 12 | 101 120 128 | 145 120
19 | 153 112 19 | 155 114 18 15 11 18 | 105 7 18 20 120 19 | 148 120 19 | 125 120
20 | 181 110 20 14 102 | 123 o 20 | 103 76 20 B 120 2 | 123 120 2 | 174 120
2 7.2 3 2 10 74 2 18,4 121 # 14,3 108 # 17,7 120 3 21 120 2 12,8 120
2 | 104 Fii 2 | 128 B4 2 | 17 & 2 0.4 B9 2 | 134 120 2 | 181 120 n | 107 120
21 | 284 105 2 | 175 120 2 | 127 o4 23 | 142 108 2 | 17 120 22 | 182 120 22 | 134 120
M | 124 ol 24 | 183 120 24 13 o 24 | 143 108 2 | 118 120 24 | 183 120 M | 128 120
25 | 154 113 25 | 151 111 5 | 128 ] 5 | 133 135 25 | 142 120 5 | 192 120 25 | 138 120
% | 141 104 2% | 138 100 2 20 147 ® | 127 B4 % | 143 120 %® | 132 120 2% | 148 120

Tratamanto 2 Vacing de p\WAK-Fragh-GFF com aduvantz Montanide |SA 753 A WS Tratamenio 4 Vacina de p\VAX-FragB-GFF com adjuvantz Mondanide Gel 02 PR; Contralo: FES esterl;
bz letras e os nimems estio relacionados a0s aquarios cormespondentes

Desenvolvimento de vacinas de DNA contra fotobacteriose; Beatriz Santos; 2021
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Tabela A Il — Valores médios de absorvancia obtidos dos Ensaios ELISA para cada tratamento, das
varias diluicdes

T1 T2 T3 T4 Controlo
Dilui¢cGes t15 t30 t15 t30 t15 t30 t15 t30 t15 t30
1:32 0,0209 | 0,0189 | 0,0167 | 0,0409 | 0,0076 | 0,0270 | 0,0020 | 0,0062 | 0,0046 | 0,0008

1:64 0,0729 | 0,0175 0,0135 0,0324 | 0,0082 0,0255 @0,0009 0,0033 0,0028 | 0,0008
1:128 0,0086 | 0,0139 | 0,0109 | 0,0269 | 0,0103 @ 0,0281 | 0,0038 | 0,0034 @ 0,0017 | 0,0009
1:256 0,0052 | 0,0085 0,0084 0,0169 | 0,0092 0,0244 @ 0,0013 0,0023 0,0032 @ 0,0011
1:512 0,0039 | 0,0066 | 0,0120 | 0,0155 @ 0,0132 @ 0,0171 | 0,0033 | 0,0017 | 0,0072 | 0,0019
1:1024 0,0026 | 0,0100 0,0041 0,0132 0,0112 0,0162 | 0,0008 0,0599 0,0021 | 0,0013

1:2048 0,0013 | 0,0053 | 0,0055 | 0,0127 @ 0,0247 @ 0,0088 | 0,0014 | 0,0017 = 0,0024 | 0,0011

Nestes valores ja estd descontado o valor de controlo negativo. t15: 15 dias apds-vacinacéo; t30: 30 dias apds-vacinagdo. Os
valores negativos foram substituidos por 0. T1: Vacina pVAX-GFP suplementada com Montanide ISA; T2: Vacina pVAX-Fragl-
GFP suplementada com Montanide ISA; T3: Vacina pVAX-Frag6-GFP suplementada com Montanide ISA; T4: Vacina pVAX-
Frag6-GFP suplementada com Montanide Gel.

Figura A 1 — Detegdo de Photobacterium damselae subs. piscicida em 6rgdos de peixes
moribundos, através da amplificacdo dos genes Car (269 bp) e Pbp (277 bp). M-marcador
molecular (50 bp, ThermoFisher, EUA); (-) -controlo negativo; (+) -controlo positivo; M1-peixe
moribundo 1; M2-peixe moribundo 2; M3-peixe moribundo 3; M4-peixe moribundo 4
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Figura A 2 - Péptidos previstos para FrpA, usando escala de acessibilidade de superficie de
Emini, retirado do software IEDB
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Figura A 3 - Péptidos previstos para FrpA, usando previsdo de hidrofilia de Parker, retirado
do software IEDB
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Figura A 4 - Hot spots da proteina FrpA, utilizando o software AGGRESCAN
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Figura A 5 - Fragmentos da proteina FrpA que estdo no espacgo extracelular (a azul), na
membrana transmembranar (a vermelho) e no espago periplasmético (a verde). Obtido através
do software PRED-TMBB
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Tabela A lll - Dados obtidos através do software IEDB ((http://tools.immuneepitope.org/bcell/) relativo
a previsao de hidrofilia de Parker, flexibilidade de Karplus & Schulz, existéncia de epitopos através de
BepiPred e BepiPred-2.0, acessibilidade superficial de Emini e antigenicidade de Kolaskar e
Tongaonkar

Epitopos ‘

Possiveis Acessibilidade Zonas com Antigenicidade

Comprimento Hidrofilia

sequéncias BepiPred BepiPred- superficial Flexibilidade (> 1.012) (G)
B p p >2.027) (H
) ®) ©) 20 (D) >1)E (> 1.007) (F) (>2.027) (H)
28-34;25-31 22-26 22.28; 26-32
22-34 13 2333 25-34 B (1.015;1.027) (1.089) (3.014; 5.557) *
63-66 64-70; 59-65 78-80 73-79; 60-67
59-80 22 -8 64-71 S— (1.017:1.073) (1.014) (2.629; 4.1)
87-94
89-96 86-93 (1.439;2.79) * | 103-109;100-106 103-109 9298 99-105
88-109 22 103-108 (1.013:1.069) - -98; 99-
98-109 105-108 s ! (1.049) (2.114; 4.471)
_ 142-148; 146-
131-152 22 142-152 143-149 14?1'10415’11‘1‘15;31)52 (11§e31é-114(1)4) 152
L. 068:1. (2.086; 4.957)
160-166 1 169.175; 160- 168-174; 160-
(2741, 3408) * | 65 ¢ 174-180 166
160-180 21 161-182 | 161-170 174-180 : , "
(372 antys | (011064 (2.8, 5.957)
160-166
) . | 169-175; 160- ) 168-174; 160-
160-175 16 161175 | 161170 (ZC2L33%8) 166 Lo ) 166
G (1.01; 1.064) * 032:1. (2.8, 5.957)
169-175; 175- 168-174 € 180-
168-186 19 168-182 | 168170 | 3%221%311)* 181 1§i'i$6 186; 174-180
305, 4. (1.01; 1.075) : (2.8, 5.286) *
199-205; 202- 199-205; 201-
199-210 22 208210 | 200210 | S 3 208 1&9(;2(1’)1 207
278 1. (1.023; 1.065) * : (2.429; 4.786)
213.224 209-215; 211- 209-215; 214-
209-229 21 200226 | 209225 | T30 217 223
1712, (1.04; 1.088) * (2.729; 7.329) *
266-271; 267- 270-276; 264-
263-276 14 263273 | 263-276 2((35?65)6,? 273 2(15(55%6 271
: (1.101; 1.104) : (2.057; 5.671) *
262-268 2 270- 270-276; 264-
258-276 19 263273 | 258276 | géfé?':giz) .| 276, 267-273 2(1565)6 271
958 6. (L051; 1.104) * : (2.057; 5.671) *
o1 301-307 306-312
(2.062-2.197) (1.023)
301-322 22 303-311 301-318 316-322 3(11'3010%_3113'7312)2 310-316 30‘;3321,15355’4'5’09
314-322 (1.744: 2.034) T (1.038) B
224.320 326-332; 328- 327-333, 324-
324--334 11 324334 | 327-334 ) 334 321-327 331
: (1.008; 1.019) (3.114; 4.086)
301-307
so1 (2.062-2.197) D
203311 312-318; 301- Ao 305-311; 303-
299-319 21 301-318 416.319 308 e 308
] 1.008; 1.035 - 22,5214
314-319 (1.744) ( ) (1.038) ( )

Os dados entre paréntesis nas areas E, F, G, H e | correspondem aos scores mais baixos e mais altos da respetiva sequéncia,
para termos de comparacdo. Na parte E: * os fragmentos que apenas tém aminoacidos acessiveis; na parte F estdo
representados os fragmentos com flexibilidade e aos respetivos scores mais altos e mais baixos e * significa que todo o
fragmento tem flexibilidade; na parte G: * Fragmentos com mais antigenicidade. Na parte H: * Sem zonas hidréfobas. *! Apenas

uma

Zona

hidréfoba

Desenvolvimento de vacinas de DNA contra fotobacteriose; Beatriz Santos; 2021
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Tabela A IV - Dados obtidos através do software IEDB ((http://tools.immuneepitope.org/bcell/) relativo a previsdo de
hidrofilia de Parker, flexibilidade de Karplus & Schulz, existéncia de epitopos através de BepiPred e BepiPred-2.0,

acessibilidade superficial de Emini e antigenicidade de Kolaskar e Tongaonkar (Continuacéo da Tabela A V)

316-322
414325 314318 | (T, | 323329316 a21.307 321-327; 317-
16 314-329 R 322 Lo19) 323
327-329 e (1.013; 1.071) * : (2.4; 4.757)
314-327 324-329 314-320; 316- 321-328 321-327; 317-
14 314327 | 314-318 o 322 e 323
' (1.024; 1.071) * (LReR & (2.4; 4.757) *
346-352
(1.015) 346-352; 352-
343-361 19 350-361 | 346-360 327(;2%1 « 035‘72,'3;60157) 349-355 358
' 0L L (1.051) (2.414; 5.771)
410-416; 407- 410-416, 407-
402-416 15 405416 | 402417 | 1‘;%?’;%‘3‘,5)* 413 ‘800"1‘%;3 413
= SEGSE (1.022; 1.096) * : (3.114; 7.071) *
103413 403-409; 407- 403-409; 407-
403-413 11 405413 | 403-413 | e TR 413 L 413
153; 3. (1.039; 1.096) * (4.157; 7.071) *
445451
445-464 244466 461-468; 448- (1.014) 461-468; 450-
445-468 24 168 445459 | coet one) + 454 457-463 456
(1.029; 1.121) (1.017) (2.043; 6.729)
404514 21 494503 | 494-505 508-514 S04-510; 496- 498507 | 498-504;508-514
508-514 509 (1.534) (1.011; 1.106) (1.019; 1.067) (2.057;5.743)
495500
(1.113) , 498-504; 496-
494-504 11 494-503 | 494-504 497-502 50(‘1'81(1):?91662)02 ‘t?so'gg)l 502
(1.142) AR ' (2.057; 5.457) *
505-510
(1.052) 504-510; 508- 504-510; 508-
504-514 11 508-514 509 508-514 514 L 514
(1.534) (1.011; 1.068) * (2.229; 5.743) *
537-542
(1.36)
540-546 548-554; 541- 548-554; 541-
537-554 18 535561 | 542-555 | (1.079;1.234) 547 L 548
548554 (1.031; 1.096) * (2.2: 4.957)
(1.153; 1.275)
5(317 '356‘;2 544-550; 541- 537-543; 541-
537-551 15 537.551 | 542-551 T 547 548
(Lovo. 1o3a) | (1.051.006)* (4.071; 4.957) *
611-616 615-624
(1.367) 621-627 626- | (1.022;1.088) | 622-628; 624-
611- 632 22 626-633 | 612-614 623-632 632 620-627 630
(1.392:3.815) | (1.023;1.039) | (1.023:1.028) | (2.471:4.786)
, 628-634; 626- 626-632; 627-
623-634 11 626-633 _ 6(213:;22?'52871;36)3*3 632 633
392; 3. (1.022; 1.039) * (3.257; 5.314) *
640 647-652, 646- | 643-649; 645- CA5.058 641-647; 645-
640-655 16 643-652 12 651 651 o 651
(1.169; 2.467) (1.023; 1.07) ' (2.571;5.3) *
o 657-653; 646- | 644-650; 645- 646-652; 644-
644-653 644-652 L 651 651 L 650
(1.169; 2.467)* | (1.05,1.07)* (3.771,5.3) *

Os dados entre paréntesis nas areas E, F, G, H e | correspondem aos scores mais baixos e mais altos da respetiva sequéncia, para termos de
comparagdo. Na parte E: * os fragmentos que apenas tém aminoacidos acessiveis; na parte F estéo representados os fragmentos com flexibilidade e
aos respetivos scores mais altos e mais baixos e * significa que todo o fragmento tem flexibilidade; na parte G: * Fragmentos com mais antigenicidade.
Na parte H: * Sem zonas hidréfobas. *' Apenas uma zona hidréfoba (167-173)
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Figura A 6 - Estruturas secundarias, acessibilidade de superficie relativa e desordem de cada
um dos fragmentos. Sendo que A corresponde ao fragmento 1 (160-175), B ao fragmento 2
(168-186), C ao fragmento 3 (263-276), D ao fragmento 4 (258 a 276), E ao fragmento 5 (314-
327), F ao fragmento 6 (402-416) e F ao fragmento 7 (445-468). Acessibilidade de superficie
relativa: o vermelho esta exposto e o azul esta oculto, com limite de 25%. Estrutura secundaria:
v Helix, -™ Strand e — Coil. Desordem: a espessura da linha é igual a probabilidade de
residuo desordenado. Existe uma maior desordem na parte que estad mais exposta. Obtido

através do software NetSurfP
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Figura A 7 - Representacdo gréfica de 660 previsdes de residuos em 1 sequéncia.
Acessibilidade de superficie relativa: “= o vermelho esta exposto e o azul esta oculto, com
limite de 25%. Estrutura secundaria: ¥~ Helix, ™ Strand, — Coil. Desordem: - a espessura
da linha é igual a probabilidade de residuo desordenado. Obtido através do software NetSurfP
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Figura A 8 - Traducdo das sequéncias esperadas nos plasmideos, relativos a (A) pVAX-
Fragl-GFP e (B) pVAX-Frag6-GFP; e traducdo das sequéncias obtidas nos plasmideos pelo
sequenciamento, utilizando um primer universal forward, CMV-F, relativos a (C) pVAX-Fragl-
GFP; e (E) pVAX-Frag6-GFP; e utilizando um primer universal reverse, EGFP-CR, relativo a
(D) pVAX-Fragl-GFP; (F) pVAX-Frag6-GFP; Azul em (A) e (B): sequéncia relativa aos
fragmentos 1 e 6, respetivamente. Obtido com o software ExXPASY

Figura A 9 - Eletroforese para confirmacdo da purificacdo de pVAX-GFP digerido. T:
Tamanho das bandas (bp) de M; M: Padrdo; A: amostras pVAX-GFP néo digerido; B: pVAX-
GFP digerido e purificado
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lativa a FrpA. Obtido com o software EXPASY

sequéncia re

Figura A 10 - Tradugéo da sequéncia esperada do plasmideo relativo a pVAX-FrpA-GFP;

Azul
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Tabela A V — Dosagens, tipos de vacina, espécies e condic¢des utilizadas noutros estudos referentes

a varios tipos de vacinas

Via de - . . Dosagem Tamar_1ho Condicbes Referéncia
S x Tipo de Vacina Espécie . do peixe - o S ot
administracao utilizada (aprox.) utilizadas/observacdes Bibliografica
Imunizagdo: 3 semanas,
em tanques de 300 L
Vacinads Robalo E2Zaaie Andreoni et al
subunidade . 10 pg ou 25 Salinidade: 38% e pH: 7,8 v
. (Dicentrarchus . 13,59 . ] 2013
recombinante pa/ peixe Adjuvante: Freund
. ) . labrax)
Injecéo (Lipoproteina) completo
intraperitoneal Controlo:100 uL de PBS
(i.p.) 25 pg foram mais eficazes
Inativa (LPS )
misturado com Seriola 0,1 Controllo.O,l mL de PBS Kawakami et al.,
- ) . . 20e25¢g T:23a25°C
bactéria morta quinqueradiata mL/peixe . 1997
P Sem adjuvante
por cloroférmio)
Vacinas inativas
(bivalentes e Lalandi —
trivalentes) e Seriola lalandi 0,1 mL 20a110g Adjuvante: Montanide ISA Matsuura et al.,
vacinas Seriola Dumerili Ipeixe Dumerili — 763 A VG 2019
inativadas 20a210g
(tetravalentes)
Contra bactéria Yersinia
Truta arco-iris ruckeri (Gram-negativa)
Vacina da (Oncorhynchus 0,3 100 Adjuvante: Montanide ISA Soltani et al.,
bactéria inativada Y mL/peixe 9 763 AVG 2016
mykiss) T: 14°C
Imunizagdo: 2 semanas
20 ug (1 Bactéria: Vibrio anguillarum
. Perca-gigante pg/uL) (Gram-negativa) Kumar et al.,
Vsl g2 A (Lates calcarifer) (2ug/g 1oy T: 24°C 2007
peixe) Controlo: PBS estéril
Tratamento para virus da
Iniecio Truta arco-iris 0,1 ug necrose hematopoética
intrarjmj;scular Vacina de DNA (Oncorhynchus (0,125 ug 08+18 infeciosa Corbeil et al.,
i.m) m ki);s) ou 0,05 pg/ cxled Adjuvante: 50 mL de PBS 2000
o y g peixe) T: 12°C
Imunizacgdo: 6 semanas
Tratamento da doenga
Truta arco-iris 2‘?3[,1" : € VHS Lorenzen et al
Vacina de DNA (Oncorhynchus 13 g Adjuvante: PBS 10 mM e o
; (2,92ug/g 1998
mykiss) cixe) pH 7,2
p Imunizagéo: 52 dias
Ensaio T2: Contra Phdp;
Administrada durante 5
Vacina de DNA dias, com 5 dias de
(CpG de DNA da Dourada (Sparus 0,02 mL/ 20 dezﬁggsdc;etrg?e\‘/;grigtle 5 Piazzon et al.,
bactéria Vibrio aurata) peixe 9 - I 2016
. Passado 15 dias foi dado
anguillarum) ; o
um reforgo (por imersao);
Vacinagéo oral T: superior a 18°C e inferior
a 26°C.
Contra Vibrio anguillarum;
Utilizagdo de
. Perca-gigante 1 mL/gde nanoparticulas de Kumar et al.,
YEETA 3 DIt (Lates calcarifer) racéo 10g guitosano; 2008
T: 24°C
Imunizagéo: 21 dias
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