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RESUMO

O presente relatdrio tem como objetivo descrever as atividades desenvolvidas durante
o periodo de Estagio Curricular Supervisionado em Medicina Veterinaria (ECSMV), na
area de concentracao de imunologia e biologia molecular, realizado de 08 de setembro
de 2022 a 23 de dezembro de 2022, totalizando 450 horas. O ECSMV teve orientacéo
da docente Dr2 Paula Fonseca Finger e supervisdo do professor Dr Fabricio Rochedo
Conceicéo, sendo realizado no Laboratério de Imunologia Aplicada, localizado no
Centro de Desenvolvimento Tecnoldgico da Universidade Federal de Pelotas. No
decorrer do periodo foi possivel acompanhar as técnicas laboratoriais visando a
utilizacdo de proteinas recombinantes para 0 uso em vacinas veterinarias contra
clostridioses. Além disso, foi possivel acompanhar atividades de experimentacdo
animal, principalmente com camundongos e coelhos. No relatério serdo descritas as
técnicas de expressdo de proteinas, ensaio imunoenzimatico (ELISA), SDS-Page
Western blot, atividades de microbiologia e de experimentacdo animal. Ainda, sera
discutido sobre o teste de poténcia realizado para as vacinas recombinantes contra

clostridioses animais, bem como sobre o manejo dos animais do experimento.

Palavras-Chave: Biologia molecular; clostridioses; experimentacéo animal; vacinas.
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1 INTRODUCAO

O desenvolvimento de vacinas veterinarias € um mercado crescente e busca
estabelecer uma boa resposta imune frente a infeccbes bacterianas, virais e
parasitarias (TIZARD, 2019). Na producéo animal, diversas doencas infeciosas levam
a perdas econdmicas, destacando-se as doencas bacterianas, dentre essas, as
causadas por bactérias do género Clostridium. Como forma de prevencdo dessas
infeccbes, a vacinacdo dos animais € o melhor método de controle, aliada a
higienizacdo dos locais onde os animais vivem, bem como o manejo adequado
(LOBATO et al, 2013). Atualmente, o mercado nacional conta com vacinas
polivalentes contra clostridioses para ruminantes, que sao de primeira geracéo e
utilizam o proprio patégeno inativado para a producao. Esse método torna a producao
onerosa, pois € necessario cultivar o patdgeno em grande escala e utilizar métodos
de inativagdo. Dessa forma, visando o0 aprimoramento das vacinas contra
clostridioses, novas tecnologias vém sendo estudadas, como as vacinas
recombinantes, uma vez que reduzem 0S custos e otimizam 0s processos de
fabricacéo, através da expressao de proteinas de interesse (FERREIRA et al., 2016).

O género Clostridium abrange microrganismos pertencentes ao grupo das
bactérias Gram-positivas, fermentativas, catalase negativas, oxidase negativas,
anaerodbias estritas e formadoras de esporos. As principais espécies de interesse
veterinario sdo Clostridium tetani, C. botulinum, C. novyi, C. haemolyticum, C.
perfringens, C. chauvoei, C. septicum e C. sordellii. (QUINN et al., 2007). Os animais
infectam-se através de ferimentos, alimentos contaminados ou por aspiracédo, em que
a bactéria adentra o organismo na forma esporulada. Os mecanismos que levam a
doenca sdo a formacdo de toxinas e a invasao de tecidos, sendo as mais conhecidas
as neurotoxinas botulinica, tetanica e a toxina épsilon (LOBATO et al., 2013; QUINN
et al., 2007). Dentre as diversas manifestacdes clinicas, da infeccdo, destacam-se
as neuroldgicas, gastricas e cutaneas, sendo as neurolégicas as mais graves,
causadas pelos C. tetani e C. botulinum (QUINN et al., 2007).

O Estagio Curricular Supervisionado em Medicina Veterinaria (ECSMV) foi
desenvolvido na éarea de Imunologia e Biologia Molecular, no Laboratorio de
Imunologia Aplicada (LIA) do Centro de Desenvolvimento Tecnoldgico da
Universidade Federal de Pelotas (CDTec-UFPel). O estagio foi realizado no periodo

de 08 de setembro a 23 de dezembro de 2022, totalizando 450 horas e teve
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supervisao do professor Dr. Fabricio Rochedo Conceicéo e orientacdo da docente Dr2.
Paula Fonseca Finger.

O interesse pela area de imunologia e biologia molecular foi desenvolvido
durante a graduacdo, em que foi possivel participar de grupos de estudos sobre o
tema, além de realizar estagios na area que motivaram a realizacdo do ECSMV no
local escolhido. As atividades realizadas durante o periodo de estagio foram
relacionadas ao uso de tecnologias recombinantes para a producdo de vacinas
veterindrias contra clostridioses. Além disso, também foi possivel participar das
atividades de outros projetos relacionados a tecnologias recombinantes, bem como
atividades basicas de lavagem, esterilizacdo de materiais e preparo de solucdes.

O presente relatorio tem como objetivo descrever as atividades realizadas
durante o ECSMV e discutir sobre o teste de poténcia em coelhos para avaliacao das
vacinais contra clostridioses e uma abordagem sobre o manejo dos animais no

experimento.
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2 ATIVIDADES DESENVOLVIDAS
2.1 Descricao do Laboratério de Imunologia Aplicada

O local escolhido para a realizacdo do ECSMV foi o Laboratério de Imunologia
Aplicada (LIA) (Figura 1), localizado no Centro de Desenvolvimento Tecnoldgico da
Biotecnologia da Universidade Federal de Pelotas (CDTEC - UFPel) (Figura 2), sob
supervisdo do Professor Dr. Fabricio Rochedo Conceigdo. O LIA realiza pesquisas em
imunologia através da producdo de imunobiologicos de interesse veterinario. A
principal linha de pesquisa do laboratorio € relacionada ao desenvolvimento de
vacinas recombinantes contra clostridioses de importancia veterinaria. As principais
espécies estudadas no laboratério sdo: C. tetani, C. botulinum, C. nowyi, C.

perfringens, C. septicum, C. sordellii, C. chauvoei, C. haemolyticum.

Figura 1 — Laboratério de Imunol

Fonte: a autora (2022).
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Figura 2 — Fachada CDTec UFPel.

¢ { Biotecnologia

Fonte: a autora (2022).

O laboratorio possui cinco salas, sendo uma sala ampla de imunologia, uma
sala de bacteriologia, uma sala de biologia molecular, uma sala de professores e uma
de estudos. A equipe do LIA é formada, atualmente, por um total de 14 pessoas, sendo
um professor responsavel, trés pds-doutorandos, quatro alunos de doutorado, duas
alunas de mestrado e cinco alunos de graduacgéo para iniciagéo cientifica. O horario
de funcionamento do laboratdrio é de segunda a sexta-feira, das 08:00 as 18:00 horas,

podendo funcionar aos finais de semana e feriados de acordo com a demanda.
2.1.1 Sala de Imunologia

A sala de imunologia (Figura 3) contém o0s equipamentos destinados as
técnicas visando o estudo da imunologia, como leitor e lavadora de placas de ELISA,
equipamentos de biologia molecular, microbiologia e protedmica. A sala é ampla e,
além dos equipamentos, contém estrutura para armazenamento de amostras, como
freezer e geladeira, armarios, duas pias de higienizacdo, um micro-ondas e duas

bancadas para realizacéo das atividades.



21

Figura 3 — Sala de Imunologia vista em diversos angulos.

Fonte: a autora (2022).

2.1.2 Sala de Bacteriologia

A sala de bacteriologia (Figura 4) possui um fluxo laminar, duas incubadoras
do tipo shaker, uma centrifuga refrigerada, uma centrifuga mini spin, uma geladeira
com freezer e uma estufa do tipo D.B.O. Nessa sala sdo realizadas as analises
microbiolégicas do laboratdrio, em que se manipula os microrganismos estudados,
principalmente as bactérias do género Clostridium e bactérias Escherichia coli,

utilizadas para a expresséao de toxéides recombinantes de Clostridium spp.

Figura 4 — Sala de bacteriologia vista em diversos angulos.

Fonte: a autora (2022).
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2.1.3 Sala de Biologia Molecular

Na sala de biologia molecular (Figura 5) encontram-se diversos equipamentos
como Workstation para a realizacdo das reacdes de PCR (Reacdo em cadeia da
Polimerase), um termociclador, uma fonte e cuba de eletroforese, uma centrifuga mini
spin e uma geladeira com congelador. Ainda, possui uma area destinada a utilizacédo

do brometo de etideo para a coloracédo do gel de agarose.

Figura 5 — Sala de Biologia Molecular.

Fonte: a autora (2022).

2.1.4 Sala de estudos e sala de professor

O laboratério conta com uma sala de estudos em que nao tem contato com o
restante do laboratério, na qual os alunos podem estudar nos intervalos das
atividades. Ainda, ha a sala de professor, a qual também ndo ha contato com o

laboratorio.

2.2 Atividades realizadas durante o estagio curricular

Durante o ECSMV foi possivel acompanhar e vivenciar a rotina do LIA
realizando diversas atividades relacionadas a producdo de imunobiologicos de
interesse veterinario. As atividades acompanhadas e/ou desenvolvidas estao
descritas na Tabela 1.
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Tabela 1 — Atividades acompanhadas e/ou desenvolvidas durante o ECSMV no
Laboratdrio de Imunologia Aplicada.

Atividade Total Porcentagem
Cultivo de Clostridium spp. 1 0,83%
Coleta de sangue de camundongos 4 3,33%
Coleta de sangue de coelhos 18 15,00%
Coleta de sangue de ovinos 3 2,50%
Dialise 1 0,83%
Eletroforese em gel de agarose 2 1,66%
ELISA 15 12,50%
Expresséo de proteinas 4 3,33%
Extracdo de DNA Plasmidial 2 1,66%
Lavagem e esterilizacdo de materiais de rotina * *
Manejo sanitario de coelhos 1 0,83%
Preparo de formulagbes vacinais 7 5,83%
Preparo de gel de poliacrilamida ** **
Preparo de solucdes e reagentes o o
Processamento de amostras de soro 19 15,83%
Quantificacéo de proteinas 2 1,66%
SDS Page 10 8,83%
Técnica de coloracdo de Gram 2 1,66%
Vacinacdo de camundongos 4 3,33%
Vacinacao de coelhos 18 15,00%
Western blot 6 5,00%
TOTAL 119 100%

*Atividades realizadas diariamente; **Atividades realizadas semanalmente, conforme necessidade
Fonte: a autora (2022).

A seguir, serdo descritas as principais técnicas e atividades realizadas durante
0 ECSMV.

2.2.1 Expresséo de proteinas recombinantes

A técnica de expressdo de proteinas recombinantes consiste em codificar

proteinas em vetores, geralmente plasmidiais, que foram modificados e apos inseridos
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em sistemas de expressdo (BAESHEN et al., 2015). Esses sistemas podem ser
bactérias, leveduras ou virus (FRANCIS; PAGE, 2010). Contudo, o sistema de
expressao mais difundido é pela bactéria Escherichia coli, por ser um microrganismo
de facil replicacdo, que demanda um baixo custo e de facil manipulacdo (ROSANO,
et al.,, 2019). A expressdo de proteinas recombinantes resulta em producdo de
vacinas, testes de diagndstico, farmacos, enzimas, entre outros insumos
(PASSAGLIA; ZAHA, 2014).

As atividades realizadas consistiram em acompanhar a expressao de proteinas
contendo o epitopo dominante referente as toxinas de bactérias do género
Clostridium, como a toxina TeT 50, ETX Mut, TCnA, TcsL. No LIA, a expressao de
proteinas é realizada a partir do vetor plasmidial pET28a, que é inserido em uma cepa
de E. coli DH5q, para que haja a replicacao, resultando em mudltiplas copias desse
plasmideo. Apos, € realizada a extracao por kit de extracdo de DNA (PureLink Thermo
Fisher Scientific ®) e a eletroforese em gel de agarose para confirmar a presenca de
DNA plasmidial.

Apbs realizar essa amplificacdo do vetor, foi iniciada a transformacao, que
consiste em inserir 0 plasmideo na cepa BL21 (D3) Star™ de E. coli. Para tal, foi
realizada a técnica de choque térmico, através da utilizacdo de cloreto de célcio

(CaClz), gelo e 4gua morna (42 °C) (Figura 6).

Figura 6 — Etapa de choque térmico para transformacdo em E. coli cepa BL21 (D3)

I

Star ™,

Fonte: a autora (2022).
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Apoés a realizacdo da transformacédo, as células foram incubadas em tubos
contendo 500 pL de meio Luria Bertani (LB), por uma hora em estufa tipo shaker, a 37
°C e, apoés esse periodo, foi adicionado antibiético Canamicina 100 pg/mL, pois o
plasmideo possui um gene de resisténcia a antibiotico na sua composi¢éo, sendo
possivel a selecdo das bactérias que possuem o plasmideo ja transformado. Apds
uma hora, o conteudo foi transferido para um tubo falcon de 10 mL e deixado overnight
em estufa tipo shaker por 37 °C. No outro dia, o volume foi transferido para 100 mL
de meio LB acrescido de Canamicina 100 pg/mL e colocado em estufa shaker a 37 °C
por 150 RPM até atingir a densidade 6tica (D.O) de 0,6 a 0,8, para entédo ser iniciada
a inducdo da expressédo utilizando 0,5 mM isopropril-B-D-1-thiogalactopiranosidio
(IPTG).

A inducao da expresséao de proteinas consiste em adicionar o IPTG ao meio de
cultivo para que ocorra a remocao do repressor operon lac, permitindo a transcricéo
das proteinas, através do promotor T7. O operon € um conjunto de genes das
bactérias que possuem as sequéncias reguladoras de DNA, regulando a expressao
das proteinas. Isso constitui o controle génico, realizado para otimizar o uso da energia
disponivel para a bactéria, pois para a expressdo de genes, é necessario haver
condicbes adequadas de nutricdo, tempo e temperatura (TORTORA et al., 2012).
Ainda, é possivel ativar ou bloquear a expressao génica através de estimulos
externos. O plasmideo comercial pET28a utilizado no LIA, possui em sua estrutura o
operon lac, que tem o operador para a lactose. A lactose € um dissacarideo
encontrado na natureza que, ao ser clivado, gera dois monossacarideos, glicose e
galactose. Esses acucares sédo utilizados pela célula como fonte de energia. O IPTG
€ uma substéncia sintética analogo da galactose e, quando adicionado ao meio de
cultivo, realiza a remocéao do repressor, permitindo a transcricdo para posterior sintese
de proteinas (PASSAGLIA; ZAHA, 2014; TORTORA et al., 2012).

Apbs a inducdo da expresséo, os cultivos ficaram por trés horas em estufa tipo
shaker, sob agitacdo e a D.O ajustada para 1. Ao término do periodo de expressao,
foram realizadas aliquotas de 1 mL das amostras e centrifugadas a 13.000 RPM por
2 minutos, para coleta do pellet e posterior realizacdo das técnicas de SDS Page e
Western Blot. O cultivo restante foi centrifugado a 7.000 RPM por 10 minutos e o pellet
suspendido em wash buffer (NaH2PO4, NaCl, Imidazole pH. 8,0), sendo adicionada a
lisozima para realizacdo da lise celular, com auxilio da sonicagéo (seis a sete ciclos

de sonicacao, 15 segundos sonicando e 30 em repouso) (Figura 7). Essa etapa de
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lise deve ser realizada pois as proteinas expressas em E. coli sédo intracelulares,
necessitando, dessa forma, retirar a proteina que foi expressa de dentro da célula. A
remocao quimica ocorre pela utilizacdo da enzima lisozima, que estimula a hidrélise
das ligacdes quimicas do peptidoglicano da parede celular bacteriana (MARANA et
al., 2006). Aléem disso, a sonicacao utilizada age por meio fisico através de ondas
sonoras que, ao vibrarem, rompem a membrana celular e liberam o contetdo para o
meio (FERDOUS et al.,, 2021). ApOs as etapas de lise, o sobrenadante foi
armazenado a -20 °C e o pellet suspenso em Tampdao Fosfato-Salino (PBS) estéril
para lavagem. Por fim, o pellet foi centrifugado, suspendido em wash buffer para as
proteinas sollveis. Para as proteinas insoluveis foi utilizado wash buffer com 8 M de
ureia para a desnaturacao da proteina para obtencéo dela em solugéo e incubado por
16 horas a 4 °C.

Figura 7 — Aparelho utilizado na etapa de sonicagao.

Fonte: a autora (2022).

Realizadas todas as etapas para obtencdo da proteina recombinante, a mesma
precisa ser identificada e purificada, uma vez que demais proteinas préprias da
bactéria estardo presentes. Essa purificacdo foi realizada através de cromatografia
de afinidade por niquel em coluna de Ni-Sepharose, utilizando o sistema AKTAprime®
(GE Healthcare®) (Figura 8). No LIA, as proteinas sdo expressas com a estrutura N-
terminal contendo uma cauda de seis histidinas (6-HIS). A presenca da cauda de poli-

histidina € importante para a purificacdo, uma vez que os ions metalicos de niquel
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interagem com a histidina, realizando a passagem pelas colunas somente com as

proteinas que contem a cauda de poli-histidina.

Figura 8 — Equipamento para purificacéo de protsinas.

Fonte: a autora (2022).

2.2.2 Eletroforese em Gel de Poliacrilamida (SDS Page)

A técnica de SDS Page foi desenvolvida nos anos 1970 e consiste em realizar
a separacdo das proteinas por diferenca das massas moleculares. Para sua
realizacdo, € necessario que a proteina seja desnaturada, por isso é fervida por 7
minutos a 100 °C. (PASSAGLIA; ZAHA, 2014). O dodecil sulfato de sodio (SDS),
utilizado na técnica, € um detergente que desnatura as estruturas terciarias nao
ligadas por dissulfeto e conferindo carga negativa as moléculas (BRUNELLE; GREEN,
2014).

Durante o ECSMV, foi acompanhada a realizacdo de SDS Page para a analise
da expressao de proteinas recombinantes, como ETX Mut, TcsL, TeT 50 e QTHL. A
técnica é realizada utlizando-se um gel de poliacrilamida que possui uma
porcentagem de acrilamida, que varia de 5% a 15%, de acordo com o tamanho da
proteina, medida em kDa. Os géis preparados foram todos com a porcentagem de
12%. O preparo do gel era realizado em duas etapas, a primeira consiste na producao
do gel de resolucéo, feito em suporte especifico e deixado para polimerizacdo em
estufa a 37 °C, entre 25 e 30 minutos. Apds esse periodo é feito o gel de
empilhamento, que possui poros maiores e comprime as proteinas para que atinjam

0 gel de resolucdo todas ao mesmo tempo. Nesse Ultimo gel é colocado um pente
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para formar as divisbes dos pocos, e o0 gel € deixado novamente em estufa a 37 °C
por mais 20 minutos. Apos finalizado, o gel foi colocado em uma cuba de eletroforese
vertical e as amostras foram pipetadas e ligadas a fonte de energia (Figura 9). A carga
elétrica inicial foi de 80 volts por 20 minutos, para a passagem das amostras pelo gel
de empilhamento e apos foi aumentada para 120 volts até a completa passagem das

amostras.

Figura 9 — Académica pipetando amostra er\rl iel de poliajlicrilamida.
il N >

Fonte: a autora (2022).

Apos a eletroforese, o gel foi lavado com agua destilada, fervido e deixado sob
agitacdo por 5 minutos, em um processo repetido trés vezes. O gel foi corado para a
visualizacdo das bandas (Figura 10) com solucdo de corante rapida Coomassie Blue

G250 (Coomasie Brilliant Blue G 250; agua ultra pura; HCI fumegante).

Figura 10 — Amostras da bacterina de ETX Mut em gel de poliacrilamida 12% corado
com solucao de corante rapida (Coomassie Blue G 250). 1 - Marcador molecular, com
indicacdo de banda de 70 kDa; 2 — 1,2 yL ETX Mut; 3 — 2,4 uL ETX Mut; 4 — 4,8 pL
ETX Mut; 5 - 10 pL ETX Mut; 6 - 950 ng rBoNT.D; 7 — 1.900 ng rBoNT.D; 8 — 2.850
ng rBoNT.D; 9 — 3.800 ng rBoNT.D; 10 — 4.750 ng rBoNT.D.

Fonte: a autora (2022).
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2.2.3 Western Blot

A técnica de Western Blot consiste em realizar a transferéncia das proteinas
gue estado no gel de poliacrilamida para uma membrana, podendo ser de nitrocelulose
ou PVDF (fluoreto de polivinilideno). A técnica foi desenvolvida por Towbin et al. (1979)
e consiste em realizar uma reacdo entre antigeno-anticorpo. Essa técnica € muito
eficiente para que se tenha a confirmacéo da proteina visualizada na técnica de SDS
Page. Além disso, a técnica é uma alternativa para quando se tem pouca proteina e a
visualizacao é dificil na técnica de SDS Page (KURIEN; SCOFIELD, 2006; TOWBIN
etal., 1979). Como LIA, as proteinas sédo expressas com a regido N-terminal contendo
uma cauda de seis histidinas (6-HIS), é possivel realizar uma reacao antigeno-
anticorpo. Utiliza-se uma solugédo com anticorpo conjugado anti-histidina, que se liga
a cauda de histidina presente na proteina, formando um complexo antigeno-anticorpo.
Ao revelar a reacédo, € adicionado peroxido de hidrogénio, servindo como substrato
para a enzima e revelando coloracdo nas amostras reagentes.

Durante o periodo de estagio foi possivel acompanhar a técnica para a
confirmagéo das proteinas recombinantes produzidas no laboratério. Utilizou-se a
membrana de nitrocelulose e o equipamento Trans-Blot Turbo Transfer System (Bio-
Rad®), que emite energia elétrica para que ocorra a transferéncia do conteudo do gel
de poliacrilamida para a membrana de nitrocelulose, em que fica por 30 minutos a 25
volts. Ao finalizar a transferéncia, a membrana foi colocada em uma solucdo de
bloqueio com leite em pd a 5%, por uma hora em agitacdo, pois como a membrana
possui alta afinidade por ligacBes com proteinas, evita-se que ocorra a ligacdo dos
anticorpos de maneira inespecifica. Passado esse periodo, adicionou-se 0 anticorpo
anti-histidina conjugado com peroxidase, deixando a membrana sob agita¢cao por uma
hora. Dessa forma, o anticorpo conjugado ira se ligar nas proteinas que possuem a
cauda de histidina.

Por fim, foi realizada a revelagcdo da membrana, que utiliza uma solucao
contendo Tris HCI 50 mM (pH. 7,6), solucéo de niquel 0,3%, peréxido de hidrogénio e
3,3’ diaminobenzedina (DAB) (Figura 11). Por ser uma técnica que realiza um ensaio
imunoldgico, demonstrando a reacdo antigeno-anticorpo, ela confirma as proteinas
observadas em gel de poliacrilamida (MIGUEL et al., 2012). Podendo ser

eficientemente utilizada para as proteinas expressas no laboratorio.
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Figura 11 — Reacéo de Western Blot para a bacterina TeT 50. 1 — Marcador molecular
com indicacao de banda de 70 kDa; 2 — 1,2 uL TeT 50; 3 — 2,4 uL TeT 50; 4 — 4,8 uL
TeT 50; 5—- 10 pL TeT 50; 6 - 950 ng rBoNT.D; 7 — 1.900 ng rBoNT.D; 8 — 2.850 ng
rBoNT.D; 9 - 3.800 ng rBoNT.D; 10 — 4.750 ng rBoNT.D.

! 2 3 4 5 6

Fonte: a autora (2022).

2.2.4 Teste de ELISA

O teste de ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) consiste em uma
reacdo antigeno-anticorpo mediada por uma acéo enzimatica. O teste pode ser usado
para deteccdo de anticorpos oriundos de infec¢do ou da vacinacdo ou para detectar
antigenos presentes em amostras (TIZARD, 2019). H& quatro formatos diferentes do
teste de ELISA, o direto, indireto, sanduiche e de competi¢do, conforme demonstrado

na figura 12.

Figura 12 — Representacao dos formatos de teste de ELISA.
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Direto Indireto Sanduiche Competicao

Fonte: Adaptado de Aydin (2015).
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O método utilizado durante as atividades de estagio no LIA foi o ELISA indireto,

visualizado na figura 13.

Figura 13 — Exemplificacdo do ELISA indireto.
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O soro a ser testado ¢ adicionado —
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— r
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O substrato da enzima é adicionado

Mudanga de cor

Fonte: TIZARD (2009).

Durante o periodo de estagio, foi possivel acompanhar o teste de ELISA
indireto para avaliacdo da resposta imune frente a vacinagdo com as vacinas
recombinantes desenvolvidas no laboratoério. As vacinas desenvolvidas foram para C.
tetani, C. perfringens, C. sordellii, C. novyi e C. septicum.

Para a realizacéo do teste, foram utilizadas placas de poliestireno contendo 96
cavidades e sensibilizadas no dia anterior com o antigeno de interesse, sendo a
proteina recombinante de cada Clostridium adicionada de tampado carbonato-
bicarbonato (pH 9,0) e deixadas overnight a 4 °C. No dia seguinte foi realizada a
lavagem das placas em uma lavadora de microplacas, que realiza um ciclo de cinco
lavagens, etapa importante para retirar todo o excesso de antigeno que nao aderiu na

placa (Figura 14).
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Fonte: a autora (2022).

Apos lavagem, foi adicionada a solucéo de bloqueio com leite em p6 a 5% em
todos os pocos da placa, sendo incubada a 37 °C por uma hora. Entéo realizou-se a
diluicdo seriada dos soros de interesse em PBS-t, desde 1:25 até 1:400, como
padronizado no laboratério, em casos em que 0 soro € muito reativo realiza-se a
diluicdo em PBS-t acrescido de leite em po a 2,5%. Entre cada etapa, foi realizado o
ciclo de lavagens pelo equipamento. Em cada poco da placa foram adicionados 100
pL da amostra diluida e incubada em estufa a 37 °C por uma hora. Apos esse periodo
foi feita a adicdo do anticorpo secundario anti-espécie, o conjugado, também em
proporcao ja estabelecida, dependendo da padronizacdo do teste, sendo diluido em
PBS-t e aplicado 100 pL em cada poco da placa, incubando por uma hora a 37 °C.

Apbs, foi realizada lavagem da placa no equipamento e feita a revelacdo com
solucéo contendo substrato fosfato-citrato, dicloridrato de o-fenilenodiamina (OPD),
peroxido de hidrogénio (H202) e 4gua (H20), no volume de 100 puL/pogo. Nessa etapa,
a enzima peroxidase ligada ao anticorpo secundario quebra o H202 em H20 mais uma
molécula de oxigénio, que oxida o OPD e gera coloracdo amarela (Figura 15). Sendo
assim, quanto mais anticorpos tiver a amostra, mais coloracdo sera gerada. Nessa
etapa a placa € abrigada da luz por 15 minutos para que ocorra a reagao, e apos é
aplicada a solucdo de parada, que consiste em acido sulfarico a 3%, é realizada a
leitura da placa em equipamento especifico. A leitura é feita utilizando-se um
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espectrofotdometro onde os valores sdo demonstrados em software (Galapagos®) que
mede a quantidade de absorbéncia em cada poco e, a partir disso, sabe-se quais
amostras foram reativas e quais nao reagiram. Para a realizacao desse teste de ELISA
nao foi estabelecido cutoff, pois o intuito era apenas saber se 0s animais
soroconverteram ou nao. Assim, utilizou-se o valor do dia zero de cada proteina como
parametro, verificando se as amostras dos D21 e D35 foram superiores ao DO,
demonstrando que teve um aumento na producéo de anticorpos ao longo do protocolo

vacinal.

Figura 15 — Resultado do teste de ELISA, iroduzindo a coloraiao amarela.
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Fonte: a autora (2022).

2.2.5 Preparo de formulagéo vacinal

A partir das proteinas recombinantes expressas de Clostridium, foi realizada a
preparacdo de vacinas. Para essas formulacdes, utilizou-se tanto as proteinas
purificadas como as em cultivo, chamadas de bacterinas, e inativadas por formol. As
proteinas purificadas foram previamente quantificadas, utilizando Kit BCA (Pierce BCA
Protein Assay Kit Thermo Fisher Scientific®) e as bacterinas por SDS-PAGE com
utilizacdo de um software (ImageJ) para o calculo da concentracdo. Ao final, as
formulagBes foram compostas de proteina ou bacterina quantificada, adicionadas de
adjuvante e PBS.

O adjuvante utilizado foi o hidroxido de aluminio (Al(OH)s3), considerado um
adjuvante de depdsito, pois retarda o tempo que o antigeno injetado sera degradado,
estimulando uma resposta imune prolongada (TIZARD, 2019). Ainda, o hidréxido de
aluminio demonstra ser eficiente na estimulacéo de Th2 (SHI et al., 2019). Os linfécitos

Th2 sdo importantes, pois estimulam a resposta imune por anticorpos. Diferenciam-
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se de células T imaturas em linfécitos T auxiliares 2 e quando ativados, secretam as
interleucinas 4, 5, 10, que inibem as células Thl, e 13, as quais estimulam a
proliferacdo dos linfécitos B e, consequentemente, a producdo de imunoglobulinas
(Figura 16) (MURPHY et al., 2010; TIZARD, 2019).

Figura 16 — llustracdo sobre estimulo Th2 para producdo de anticorpos.
mﬂmmim_-::hbuﬁpm Sroliferacio de eélula B _ Diferenciagao em células de
pdllmmnmmlnﬁmhl iferagdo memdria em repouso e células plasmaticas
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Fonte: MURPHY et al. (2010).

Os preparos de formulagdes vacinais acompanhados foram das vacinas contra
C. tetani, C. perfringens, C. sordellii, C. novyi, C. septicum e C. chauvoei. As vacinas
foram elaboradas em fluxo laminar estéril e deixadas sob agitacdo em temperatura
ambiente, overnight, envasadas em recipientes estéreis (Figura 17) e armazenadas
sob refrigeracéo a 4 °C. Ainda, as vacinas foram submetidas a teste de esterilidade
para verificar se houve contaminagdo por microrganismos. Para identificacdo de
bactérias, foi realizado o espalhamento de 0,2 mL da vacina em uma placa de Petry
contendo meio agar LB e, para identificacdo de fungos, o mesmo foi realizado em

meio agar Sabouraud.

Figura 17 — Envase das vacinas.

Fonte: a autora (2022).

No teste de esterilidade para fungos, houve crescimento de uma colbnia de

aspecto cremoso e esbranquicado na placa da vacina TeT 50. Dessa forma, realizou-
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se todo o processo de formulacéo vacinal novamente para garantir que a vacina nao
estivesse contaminada e, realizou-se um novo teste de esterilidade confirmando que
nao havia contaminacdo. As demais formula¢cdes vacinais nédo apresentaram
contaminacgao. Os testes de esterilidade foram realizados para as vacinas que seriam

testadas em camundongos e coelhos.
2.2.6 Experimentacdo Animal

No Brasil, a pesquisa com a utilizagdo de animais € regulamentada pelo
CONCEA, criado pela Lein® 11.794, em que se estabelece condi¢des para a utilizacao
de animais em experimentos de pesquisa, avaliando a necessidade de sua utilizacéo
para os fins cientificos e demonstrando a comunidade a importancia de utilizar um
modelo animal para tal experimento (CAMPOS et al., 2019). As atividades realizadas
com experimentacdo animal durante o ECSMV consistiram em coleta de sangue de
camundongos, coelhos e ovinos, vacinagdo de camundongos e coelhos e ensaio de
desafio letal em camundongos, além de manejo sanitario de coelhos. Todas as
atividades tiveram aprovacdo da Comissdo de Etica no Uso de Animais da UFPel
(CEUA UFPel).

A vacinacao e coleta de sangue de camundongos foram realizadas para o
experimento com C. sordellii, em que os animais foram vacinados no dia 0, 14 e 21
de forma subcutanea, na regido lombar e realizada coleta de sangue pela bochecha
na veia submandibular (Figura 18), ou pelo olho na veia retro-orbital, sendo o local de

eleicdo a bochecha, por ser menos invasivo e estressante.

Figura 18 — Coleta de sangue de camundongo pela veia submandibular.

Fonte: a autora (2022).
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No dia 35 foi realizada a eutanasia dos camundongos por exsanguinacao,
através de puncéo cardiaca. Para serem eutanasiados, os animais foram submetidos
a anestesia com isoflurano. Os camundongos utilizados foram da linhagem Balb C
e um total de 45 animais, alocados em seis grupos, sendo eles: vacinados para a
toxina letal de C. sordellii na forma purificada (Grupo 1); vacinados para a toxina letal
de C. sordellii na forma de bacterina (Grupo 2); vacinados com uma quimera para as
toxinas letal e hemorragica de C. sordelli em sua forma purificada (Grupo 3);
vacinados com uma quimera para as toxinas letal e hemorragica de C. sordellii na
forma de bacterina (Grupo 4); vacinados com a vacina comercial existente no mercado
nacional (Grupo 5); e um grupo controle vacinado com PBS (Grupo 6).

Também foi possivel acompanhar o ensaio de desafio letal nos camundongos.
O ensaio consiste em encontrar as doses letais (DL) para matar 100% e 50% da
populacdo de camundongos inoculados com as toxinas de Clostridium. O desafio é
realizado para que 0s animais possam, ap0s a realizacdo da vacinacdo, serem
desafiados com as toxinas e verificar se a vacina conferiu protegao.

As toxinas utilizadas para o desafio foram de C. sordelli, inoculada
intraperitonealmente nos camundongos (Figura 19) e de C. chauvoei, inoculada de
forma intramuscular na coxa esquerda dos animais (Figura 20). Para o desafio letal
de C. sordellii a DL 50 foi 1:64 e para C. chauvoei a DL 50 foi 1:10000 e a DL 100 foi
1:1000. Para chegar a esses resultados, foram testadas diferentes diluicdes da toxina

nos camundongos até encontrar o resultado esperado.

Figura 19 — Aplicacao de toxina de forma intraperitoneal em camundongo.

Fonte: a autora (2022).
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Figura 20 — Aplicacao de toxina de forma intramuscular na coxa em camundongo.
—

Fonte: a autora (2022).

Para o experimento com ovinos, a coleta de sangue foi realizada em parceria
com o Laboratério de Biotecnologia Infecto-Parasitaria, para um experimento de
linfadenite caseosa. Os animais do experimento eram fémeas com idade entre 6 e 12
meses, e a coleta de sangue foi realizada em trés momentos, pela veia jugular.
Durante o ECSMV foi possivel acompanhar somente as coletas de sangue dos ovinos
deste experimento.

No manejo de coelhos, a coleta de sangue e vacinag¢ao foram acompanhadas,
com o objetivo de realizar teste de poténcia das vacinas de um experimento no LIA.
Os animais eram da raga Nova Zelandia, machos e fémeas, pesando entre 1,7 e 2,2
kg, alocados em seis grupos com oito animais em cada grupo. As vacinas testadas
foram para C. sordellii, C. septicum, C. novyi, C. perfringens e C. tetani, além de um
grupo com quatro animais para a vacina comercial nacional. Os animais foram
vacinados nos dias 0 e 21, no dia 35 foi realizada a eutanasia por exsanguinagao
através de puncdo cardiaca. As vacinas foram aplicadas de forma subcutanea na
regido lombar (Figura 21) e realizada coleta de sangue pela veia auricular (Figura 22),

sendo coletado até 1 mL de sangue.
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Figura 21 — Aplicacao de vacina subcutanea em coelho.
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Fonte: a autora (2022).

Figura 22 — Coleta de sangue em coelho pela veia auricular.

o

Fonte: a autora (2022).

Além das coletas de sangue, foi possivel acompanhar o manejo dos coelhos.
Visto que o biotério da UFPel ndo possui estrutura para abrigar lagomorfos, precisou-
se adaptar uma sala para que 0s animais pudessem ser alocados sem prejuizo ao
bem estar.

Durante o periodo de experimento, 0s animais apresentaram uma infeccao

respiratéria que foi causada por uma bactéria do género Pasteurella, além de
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apresentarem uma infestacdo pelo acaro Leporacarus gibbus, que causou alopecia
em alguns animais. Para o tratamento da infeccao respiratéria foi utilizado antibiotico
enrofloxacino 7 mg/Kg, BID, SC (Selvitrex®) e o anti-inflamatério meloxicam 0,2
mg/Kg, SID, SC (Maxicam®) e realizada a limpeza da secre¢édo nasal e afericao da
temperatura, bem como a ausculta pulmonar. Ja para o tratamento do acaro nédo foram
utilizados medicamentos, visto que a infestacdo foi autolimitante e os animais
recuperaram-se logo em seguida. Esses casos serdo abordados na secédo de
discussao do relatorio.

2.2.7 Microbiologia

As atividades envolvendo microbiologia consistiram em cultivo de Clostridium
spp. e realizacdo de Técnica de Gram. O cultivo de Clostridium spp. foi realizado a
partir de amostras liofilizadas presentes no laboratério e semeadas em meio de cultura
liquido Brain Heart Infusion (BHI) suplementado com Cisteina, que confere
anaerobiose para o meio, e também semeados em placas contendo agar sangue. As
amostras em meio liquido foram acondicionadas em tubos de ensaio e foi adicionado
0leo mineral na parte superior para garantir a anaerobiose do meio, sendo deixadas
em estufa a 37 °C, em camara de anaerobiose por 24, 48 e 72 horas, para observar
a formacdo dos esporos. As amostras semeadas em meio agar sangue foram
deixadas em camara de anaerobiose, a 37 °C por 24, 48 e 72 horas também.

Outra técnica microbiolégica acompanhada foi a Técnica de Gram, que se
baseia em diferenciar, por coloracao, o tipo de parede celular da bactéria, dividindo-a
em dois grupos: Gram-positivas e Gram-negativas. As Gram-positivas possuem a
parede espessa e uniforme, composta de peptidoglicanos e acidos teicdicos, ja as
Gram-negativas possuem a parede composta de uma membrana externa e
periplasma contendo pouco peptidoglicano, corando-se de azul e vermelho,
respectivamente (QUINN et al., 2007). Foi possivel acompanhar essa técnica para o
diagnéstico de otite em uma amostra de suabe de um coelho proveniente do
experimento realizado com as vacinas, e uma amostra de uma lesdo causada pela
vacinagao, também em coelho do experimento. A técnica foi realizada fazendo-se um
esfregaco em lamina a partir de uma amostra cultivada, seguindo o protocolo de
coloragdo: um minuto com cristal violeta, apos lavada com agua destilada entre cada

etapa, aplicado lugol ou iodo por um minuto, alcool ou acetona como solucado
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descorante por 30 segundos e, por fim, aplicado o contracorante Safranina por um
minuto (Figura 23). Apds, foi realizada a visualizacdo em microscopia 6tica na lente
de aumento de 100 vezes. A amostra proveniente de otite demonstrou a presenca de
bactérias Gram positivas (Figura 24) e a amostra proveniente de lesdo vacinal, ndo
demonstrou presenca de bactérias, somente de células inflamatorias, conforme figura
25.

Figura 23 — Procedimento para coloracao de Gram.
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Fonte: TORTORA et al. (2012).

Figura 24 — Coloracdo de Gram de amostra coletada da orelha de coelho,
demonstrando presenca de cocos Gram positivos. Visualizagdo em microscopia 6tica
em lente de aumento de 100 vezes.

Fonte: a autora (2022).
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Figura 25 — Coloracdo de Gram de amostra da leséo no local da vacina. Visualizacéao
em microscopia 6tica em lente de aumento de 100 vezes.

Fonte: a autora (2022).

As atividades acompanhadas e desenvolvidas foram importantes para uma
visdo prética de assuntos abordados, muitas vezes, apenas na teoria durante a
graduacgao. Assim, possibilitou consolidar o conhecimento adquirido sobre biologia
molecular, sendo uma area em crescimento dentro da medicina veterinaria, que
possibilita desenvolver tecnologias para prevencdo, diagnéstico e tratamento de

doencas.
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3 DISCUSSAO

A presente discussdo visa abordar duas atividades realizadas durante o
ECSMV: o teste de poténcia das vacinas recombinantes e 0 manejo dos coelhos de

experimentacao.

3.1 Teste de poténcia para vacinas recombinantes contra clostridioses em
animais

3.1.1 Introducéao

O Brasil possui, atualmente, um rebanho bovino de 224,6 milhdes de cabecas
(IBGE, 2021a), um rebanho ovino de aproximadamente 20 milhdes de cabecas e um
rebanho caprino proximo de 12 milhdes cabecas (IBGE, 2021b). Um dos principais
desafios enfrentados na producao animal sdo as doencas infecciosas, que acometem
0S animais e geram perdas econdémicas, algumas vezes inviabilizando a continuidade
da atividade em algumas propriedades (ZANELLA, 2016). Dentre as doencas
infecciosas de importancia em animais de producéo, destacam-se as clostridioses,
gque sdo de origem bacteriana. As principais doencas causadas por essas
bactérias sédo o tétano, o botulismo, a gangrena gasosa e o carbunculo sintomético. O
mecanismo para o desenvolvimento da doenca € através da producdo de toxinas que
sdo produzidas pela bactéria e levam ao desenvolvimento dos sinais clinicos. Esses
agentes podem ser transmitidos aos humanos, sendo consideradas zoonoses, para
as quais a melhor forma de prevencao € a vacinacdo (LOBATO et al., 2013).

Atualmente, existem vacinas comerciais que abrangem o0s principais
Clostridium spp. que acometem os animais. Essas vacinas séo de primeira geragao e
utilizam o microrganismo inativado ou o toxoéide obtido da cultura da bactéria para a
sua producgao. Para isso, as vacinas necessitam ser produzidas em locais de ampla
estrutura, pois € necessario cultivar o Clostridium spp. em larga escala e inativa-lo,
gerando um custo de producdo alto. Além disso, esse tipo de producdo pode
apresentar alguma toxicidade residual devido a incompleta inativagéo do toxoide, visto
que é utilizada a toxina em sua totalidade (FERREIRA et al., 2016).

Dessa forma, as vacinas que utilizam a tecnologia recombinante vém
crescendo no mercado, principalmente de medicina veterinaria, € sdo uma nova

alternativa para a producgao de vacinas contra clostridioses. Essas s@o as vacinas de
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segunda geracao, as quais sdo mais robustas que as de primeira, principalmente com
relacdo ao custo de producéo. As vacinas recombinantes utilizam bioféabricas, sendo
a bactéria Escherichia coli de escolha, pois possui um plasmideo e tem a capacidade
de produzir somente a regido necessaria do toxdide para o reconhecimento do
sistema imune (FERREIRA et al., 2016).

O LIA, onde foi realizado o ECSMV, possui como linha de pesquisa o
desenvolvimento de vacinas recombinantes veterinarias contra clostridioses. Essas
vacinas sao de subunidade, ou seja, utilizam apenas um fragmento do toxdide
produzido pelo Clostridium spp. As vacinas de subunidade contém porcdes de
interesse para que o sistema imune as reconheca, ndo utilizando a totalidade da
proteina. Assim, as vacinas desenvolvidas no LIA foram desenhadas utilizando o
dominio de ligacdo ao receptor, preservando o epitopo dominante e, dessa forma,
inutilizando o toxdide por inteiro, deixando a vacina mais segura e reduzindo as
chances de uma resposta inadequada (FERREIRA et al., 2016; TIZARD, 2019).

O principal objetivo do desenvolvimento de uma nova tecnologia € reduzir
custos e simplificar os processos de fabricacdo de vacinas veterinarias. Nesse caso,
a vacina contra as clostridioses abrange o C. tetani, C. botulinum, C. perfringens, C.
novyi, C. sordellii, C. septicum e C. haemolyticum. A tecnologia que o laboratorio
desenvolveu tem parceria com uma empresa privada, visando otimizar a producéo
das vacinas existentes.

Na presente discussao serdo abordadas as espécies C. sordellii, C. novyi, C.
septicum, C. perfringens e C. tetani, que foram utilizadas no teste de poténcia. As
vacinas foram nomeadas de acordo com a toxina e seu desenho de imunoinformatica,

conforme tabela 2.

Tabela 2 — Proteinas recombinantes e espécie de Clostridium correspondente
utilizadas nas formulagdes vacinais para o teste de poténcia.

Proteina recombinante Espécie
Toxina Letal de C. sordellii (TcsL) C. sordellii
Toxina alpha de C. septicum - corte 2 (TaCs-C2) C. septicum
Toxina alpha de C. novyi (TCnA) C. novyi
Toxina épsilon mutada (ETX Mut) C. perfringens
Toxina tetanica — 50 kDa (TeT-50) C. tetani

Fonte: a autora (2023).
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3.1.2. Producéao das formulag¢fes vacinais

As formulacdes vacinais foram produzidas a partir das proteinas recombinantes
expressas em E. coli cepa BL21 (D3) Star™, de acordo com a tabela 2. A utilizac&o
de bactérias E. coli para a expressao de proteinas € muito difundida, pois comparada
a outros sistemas procariotos e eucariotos, se torna barata, de facil manipulacdo e o
crescimento do microrganismo € rapido. A cepa de E. coli utilizada para a expressao
foi a BL21 (D3) Star™, essa cepa possui uma maior estabilidade do mRNA e,
consequentemente, facilita a expressdo de proteinas por parte da maquinaria da
bactéria (JIA; JEON, 2016). A expressao foi realizada utilizando-se plasmideo
comercial pET28a, contendo o gene de interesse ou parte imunodominante que
codifica para cada proteina, conforme descrito na tabela 2. A expressao das proteinas
foi realizada de acordo com a metodologia ja descrita na secao 2.2.1, e a avaliagdo
da expresséo foi pelas técnicas de SDS Page e Western blot.

ApoOs confirmada a expressdo das proteinas recombinantes, os cultivos,
também chamados de bacterinas, foram inativados por formaldeido, durante 24 horas.
As bacterinas constituem a estrutura da bactéria E. coli contendo os genes de
interesse, somente inativada por formaldeido. Essas possuem vantagens em relacéao
as proteinas purificadas, isso porque o custo para a purificacdo da proteina
recombinante é mais elevado para a industria veterinaria (FERREIRA et al., 2016).

Apbs a realizacdo do processo de expressdo das proteinas recombinantes,
deu-se inicio ao processo de formulacdo vacinal. Foi feita a adsor¢édo das bacterinas
em AI(OH)s a temperatura ambiente, overnight, sendo posteriormente armazenadas
sob refrigeracdo. Os adjuvantes a base de aluminio possuem um vasto uso em
vacinas, pois tém um baixo custo, alta eficiéncia e apresentam-se seguros para a
utilizacdo em humanos e animais (HE et al., 2015). O hidroxido de aluminio foi utilizado
em uma proporcao de 15%. Conforme He et al. (2015), esse adjuvante possibilita a
unido dos antigenos em sua superficie, mantendo as propriedades fisico-quimicas.
Além disso, a substancia € capaz de interagir com células apresentadoras de
antigenos, facilitando o seu reconhecimento pelo sistema imune.

As principais células apresentadoras de antigenos sdo as células dendriticas,
macrofagos e células B. Essas realizam o processamento antigénico pela divisdo das
moléculas em peptideos menores e ligando-os a receptores especializados. Esses

sdo conhecidos como moléculas do complexo de histocompatibilidade (MHC) e
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divididos em duas classes, MHC | e MHC Il. Essas moléculas possuem importancia
para a imunidade adaptativa, pois desencadeiam a resposta quando os peptideos
antigénicos, junto ao MHC, se acoplam em receptores especificos nos linfécitos T
(TIZARD, 2019). O hidréxido de aluminio promove a diferenciagdo das células
dendriticas e potencializa o processo de reacao do sistema imune (HE et al., 2015).

Ao finalizar o processo de adsorcdo das vacinas, foi realizado o teste de
esterilidade para verificar alguma possivel contaminagéo por bactérias ou fungos. No
teste de esterilidade para bactérias foi espalhado 200 pL da vacina, com auxilio da
alca de Drigalsky, em uma placa de Petry contendo Agar LB e armazenado em estufa
a 37 °C por 24 horas. Para o teste de fungos, foi espalhado 200 pL da vacina em uma
placa de Petry contendo Agar Sabouraud e incubado a 28 °C por 21 dias. Os testes
foram realizados de acordo com a Portaria N°49 de 12 de maio de 1997 e Instrucdo
Normativa N° 23 de 18 de marco de 2002 do Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA).

3.1.3. Teste de poténcia em coelhos

O teste de poténcia consiste em avaliar a titulacdo de anticorpos que o
imunobiolégico foi capaz de induzir, atestando a poténcia do produto (LIMA et al.,
2011). Para as clostridioses, o MAPA prevé em sua normativa a realizagao do teste
de poténcia para a avaliacdo das vacinas (MAPA, Port. n°49, 1997). Para a realizacéo
do teste, foram utilizados coelhos, alocados em cinco grupos com oito animais, € um
grupo controle (vacina comercial) contendo quatro animais. Os animais eram da raca
Nova Zelandia, machos e fémeas, pesando entre 1,7 e 2,2 kg, conforme Portaria N°49
de 12 de maio de 1997 (MAPA, Port. n°49, 1997). A Tabela 3 demonstra a divisdo

dos grupos e as vacinas testadas.
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Tabela 3 — Divisédo dos grupos para as vacinas de clostridioses testadas.

Grupos Patdogeno Formulacéao N° de animais
B Bacterinas TcsL (300 ug) +
Gl C. sordellii 8
Al(OH)3
_ Bacterinas TaCs-C2 (300 pg)
G2 C. septicum 8
+ Al(OH)3
) Bacterinas de TCnA (300 ug)
G3 C. novyi 8
+ AI(OH)3
_ Bacterina de ETX Mut (300
G4 C. perfringens 8
ug) + Al(OH)3
_ Bacterina de TeT 50 (300 pg)
G5 C. tetani 8
+ Al(OH)s3
G6 Vacina comercial Bacterina-toxoéide 4

Fonte: a autora (2022).

No Brasil, ndo existe um controle oficial que certifique a qualidade das vacinas

contra clostridioses quanto a poténcia da composi¢cdo do imunobiolégico. Para essa

certificacdo, realiza-se o teste de poténcia por soroneutralizagdo em camundongos,

gue é reconhecido pelo MAPA (LIMA et al., 2011). Para o teste, € preciso vacinar

coelhos para a producéo do soro e, posterior avaliagdo. Os animais foram vacinados

com a metade da dose recomendada para bovinos, nesse caso utilizou-se 2 mL, via

subcutanea, conforme figura 26.

Figura 26 — Aplicagéo da vacina em coelho.

Fonte: a autora (2022).
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O protocolo de vacinacgéao foi realizado com duas doses, nos dias 0 e 21, com
a coleta de sangue pela veia auricular (Figura 27) em ambos os dias, sendo no dia 35

realizada a eutanasia por exsanguinacao.

Figura 27 — Coleta de sangue em coelho.

Fonte: a autora (2022).

Os animais foram anestesiados com 3 mg/kg IM de xilazina (Xilasin®) e 30
mg/kg IV de tiopental (Thiopentax®). Apds anestesiados, foi realizado teste de reflexo
para a confirmagdo da inducdo anestésica, e entdo iniciou-se o procedimento. Os
coelhos foram colocados em decubito lateral direito e localizado o coragdo para a
realizacdo da puncéo cardiaca. O sangue foi armazenado em tubos do tipo falcon de
50 mL, totalizando uma média de 70 mL de sangue por animal. O sangue foi deixado
por 15 minutos em estufa a 37 °C para retracdo do coagulo e depois centrifugados a
3.000 RPM por 15 minutos. Realizou-se a coleta do soro e posterior armazenamento
em freezer -80 °C.

Atualmente, o teste de poténcia tem sido desenvolvido para a sua realizacao in
vitro, visando minimizar o uso de animais para a experimentacdo (TORGEMAN et al.,
2017). Lima et al. (2011), padronizaram um teste in vitro utilizando células VERO para
realizacdo do teste de poténcia para vacinas contra C. novyi tipo B. Os autores
obtiveram um coeficiente de correlacdo entre as técnicas de 98,38%, mostrando que
€ possivel utilizar o teste in vitro. Contudo, o método in vivo ainda continua sendo o

indicado pelo MAPA e apresenta alta sensibilidade e seguranca.
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3.1.4. Avaliacéo da resposta imune humoral

O sistema imunoldgico é representado por dois tipos de respostas: resposta
imune humoral e resposta imune celular. A resposta imune humoral € mediada por
anticorpos produzidos pelas células B e faz parte da resposta imune adaptativa.
Quando o organismo entra em contato com um antigeno, ocorre a ativagdo das células
B virgens com ajuda das células T auxiliares. Os anticorpos atuam de trés formas:
pela neutralizacao dos patdégenos, pela opsonizacao através da facilitacdo da captura
do antigeno pelos fagécitos e através da ativacdo das proteinas do sistema
complemento, conforme demonstrado na figura 28 (MURPHY et al., 2010).

Figura 28 — llustracao da resposta imune humoral e suas formas de atuacao.

Afwagao de célula B por antigeno
& células T sumdiares

N

Chochas

= 7

o
Secrecao de anbicorpos por célubss plasméticas

"

1
- = < = =
v
Neutralizagao Opsonizagdo Affvacio do complemento

Anficorpo afa 0 complemenia,
que aumenta & opsonzegin
@ [sa algumas bactérias

o[o|o]o
Anticorpo impade & Anficorpo promawe
adesdo bacteriana & fegocitnss

Fonte: Murphy et al. (2010).

As imunoglobulinas sao glicoproteinas conhecidas como imunoglobulinas e
gue se dividem em cinco classes, conforme tabela 4 (TIZARD, 2019). A producéo
deles ocorre a partir de uma sinalizacao das células T auxiliares para as células B que

se proliferam e diferenciam-se em células plasmaticas (MURPHY et al., 2010).
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Tabela 4 — Cinco principais classes de imunoglobulinas e local de sintese.

Imunoglobulina Sintetizada principalmente em:
IgM Baco e linfonodos

IgG Baco e linfonodos

IgA Trato intestinal e respiratorio
IgE Trato intestinal e respiratério
IgD Baco e linfonodos

Fonte: Adaptado de Tizard (2009).

A resposta imune humoral frente a vacinagao dos animais foi avaliada utilizando
os testes de ELISA e de soroneutralizagdo em camundongos. O ELISA realizado foi o
indireto, que consiste na utilizacdo de um segundo anticorpo ligado a enzima que se
liga ao anticorpo primario que reconheceu o antigeno, formando um complexo
antigeno-anticorpo (AYDIN, 2015). Primeiramente, realizou-se a padronizacdo do
teste a partir de pools das amostras de soros provenientes dos coelhos vacinados. As
microplacas de poliestireno de 96 pocos foram sensibilizadas com os antigenos nas
concentracdes de 100 ng e 200 ng, e deixadas overnight a 4 °C. No dia seguinte, deu-
se continuidade ao teste avaliando diversas concentracfes das amostras de soro e
do anticorpo conjugado anti-coelho. A realiza¢éo do teste ocorreu conforme ja descrito
no item 2.2.4.

A partir dos resultados dos ELISAs para padronizagédo, notou-se que haviam
respostas inespecificas na placa de TcsL e TaCs-C2, com amostras reagindo muito
intensamente no dia 0. Com isso, optou-se por realizar a diluicdo do soro em leite em
po diluido em PBS-t, na propor¢cdo de 2,5%. Essa estratégia diminui reacfes
inespecificas, pois a proteina advinda do leite liga-se nas regiées da placa que nao
foram ocupadas pelo antigeno na sensibilizagdo. Dessa forma, o anticorpo primario
liga-se somente no antigeno, evitando outro tipo de ligacdo e reacdes inespecificas.
Além do leite em pd, pode-se utilizar caseina, gelatina ou soroalbumina como
estratégia para evitar inespecificidade (GASPAR et al., 2015). Dessa forma, realizou-
se uma nova padronizacgéo, dessa vez utilizando 100 ng, 200 ng e 400 ng e a diluicéo
dos soros foi feita em leite em po6 2,5% para diminuir as ligagdes inespecificas.

Apés a etapa de padronizacdo, as condi¢cdes necessarias para realizagcdo do
teste foram determinadas de acordo com a tabela 5, e iniciou-se 0 processo para

avaliagdo de poténcia. As placas foram sensibilizadas com a concentragdo de
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antigeno especifica para cada proteina e realizado o ELISA indireto com os soros dos
animais, individualmente, além do soro dos animais vacinados com a vacina
comercial, a fim de comparagcao. Para o grupo 6, da vacina comercial, foi testado
somente trés soros de um total de quatro, visto que em um dos animais a coleta de

sangue nos dias 0 e 21 néo foi realizada.

Tabela 5 — Condi¢cBes para cada proteina apos a realiza¢do da padronizagéo do teste
de ELISA.

Proteina Concentracao Diluic&o soro Diluicdo Anticorpo
Recombinante Proteina conjugado
TesL 200 ng 1:25 1:2500
TaCs-C2 200 ng 1:25 1:2500
TCnA 100 ng 1:25 1:2500

ETX Mut 400 ng 1:400 1:2500

TeT 50 200 ng 1:50 1:2500

Fonte: a autora (2022).

A soroconversao dos animais esta demonstrada, através da realizacao de uma

média nos grupos, no grafico abaixo (Figura 29).

Figura 29 — Média da sorconversdo de cada animal vacinado para os antigenos
estudados em comparacdo com a vacina comercial.
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Fonte: a autora (2022).
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Os animais testados para as proteinas TcsL e TcNa ndo soroconverteram de
forma satisfatéria. Uma explicacdo para essa baixa eficiéncia pode ser pelo fato de os
animais terem passado por uma infeccdo respiratéria, podendo ter alterado a
imunogenicidade da vacina, devido a necessidade de uso de medicacBes para o
tratamento da pneumonia. Alguns estudos apontam que a utilizacdo de medicamentos
anti-inflamatérios pode alterar a producdo de anticorpos (SALEH et al., 2016;
SHAHEED et al., 2022). Swift (1922), através de um estudo pioneiro, relatou que o
uso de salicilato em coelhos vacinados para Streptococcus viridans diminuiu a
quantidade de anticorpos fixadores de complemento, além de hemolisinas e
aglutininas. Nesse estudo foi usado um grupo controle que foi somente vacinado e
sem administracdo do anti-inflamatoério. Ainda, foi realizado in vitro o tratamento do
antigeno e apds a vacinacdo dos animais, demonstrando também a diminuicdo da
producdo de anticorpos nos animais tratados com salicilato. Conforme estudos ao
longo de décadas, demonstrou-se que a utilizacdo de medicamentos e a presenca de
infecgbes podem alterar a dindmica do sistema imunoldgico frente a vacinagao
(SALEH et al., 2016; SHAHEED et al., 2022). Dessa forma, a baixa soroconversao
poderia ser justificada pelo tratamento dos animais para o processo infeccioso e
inflamatorio.

Para a proteina TaCs-C2, também ndo houve uma soroconversao satisfatéria.
Na realizacdo do ELISA para essa proteina, notou-se que ocorreram, novamente,
reacles inespecificas, contudo o D21 e D35 foram superiores ao DO, demonstrando
a soroconversdo. Em um estudo de Thachil et al. (2013), foi realizada a vacinacao de
perus com uma bacterina-toxdide contra C. septicum e houve uma soroconversao
significativa apds o protocolo de vacinagdo. Ainda, os autores observaram que houve
uma diminuicdo no numero de mortalidade por dermatite clostridial durante o desafio
nos animais vacinados em comparacao aos nao vacinados. Além da mortalidade, foi
observada uma reducéo no uso de antibiéticos nos animais vacinados. Alves et al.
(2021) descreveram que uma vacina recombinante para a toxina alfa de C. septicum
demonstrou soroconversao satisfatéria em comparacdo a outras vacinas para o
mesmo agente. Novamente, a hipétese de que a infeccdo respiratoria dos coelhos
pode ter alterado a imunogenicidade das vacinas foi levantada no grupo vacinado.

Os animais testados para a proteinas TeT-50 também nao soroconverteram de
forma desejada. O desenvolvimento de vacinas contra C. tetani busca aprimorar a

inativacdo da neurotoxina. Assim, as vacinas recombinantes sdo 6timas candidatas,
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pois € possivel selecionar somente o dominio de ligagdo com o receptor e excluir 0s
aminoacidos que levam a formacéo da neurotoxina (PRZEDPELSKI et al., 2020). Liu
et al. (2020) realizaram estudo de uma vacina recombinante de subunidade para
tétano e ficou demonstrado que a titulacdo de anticorpos foi maior na vacina
recombinante do que na vacina comercial. Esse fato se explica pelo desenvolvimento
da vacina, priorizando o dominio em que os epitopos de protecdo estéo localizados.
Dessa forma, evidencia-se a importancia do desenvolvimento de vacinas mais
robustas, demonstrando uma melhor resposta imune humoral em relagdo as vacinas
de primeira geracao.

A proteina recombinante ETX Mut soroconverteu em todas as oito amostras de
forma satisfatoria. Ferreira et al. (2019), em um estudo com a toxina alfa de C.
perfringens, relataram uma soroconversdo da vacina recombinante superior a
comercial, demonstrando uma eficacia das vacinas recombinantes. Em relacdo a
toxina épsilon, em um estudo de 365 dias, demonstrou-se que bovinos vacinados com
a vacina recombinante obtiveram 100% de soroconversao. Ainda, a vacina comercial
apresentou uma producdo de anticorpos inferior & recombinante (GALVAO et al.,
2021). Em um trabalho de Ferreira et al. (2018), ovinos e bovinos foram vacinados
com uma vacina recombinante para a toxina épsilon e demonstrou-se uma titulacéo
maior de anticorpos em comparacao as vacinas disponiveis no mercado. Além disso,
observou-se que a bacterina recombinante testada gerou uma titulagao de anticorpos
neutralizantes de até 10 Ul/mL comparando-se a titulacéo do toxéide comercial, sendo
o exigido pelo CFR9/USDA de 2 Ul/mL (USDA, 2017).

Somente a vacina para ETX Mut teve uma soroconversdo satisfatéria. Os
animais testados para essa vacina também foram acometidos pela infeccéo
respiratéria. Dessa forma, tem-se a possibilidade que as regides vacinais desenhadas
para as outras proteinas podem ndo estar gerando uma resposta imune eficiente,
dessa forma necessita uma revisdo de bioinforméatica e imunoinformética dos
antigenos desenhados e a busca por novos alvos vacinais para que haja uma
eficiéncia na producgéo de resposta imune dos animais. Contudo, néo se descarta que
a infecgdo possa ter alterado a imunogenicidade das vacinas.

A soroneutralizagdo em camundongos € um teste que visa titular e verificar se
a vacina testada foi capaz de produzir anticorpos e neutralizar a toxina em questao,
sendo o teste padréo para a avaliagdo da poténcia das vacinas contra clostridioses

(LOBATO et al., 2008). As amostras de soro dos coelhos que soroconverteram foram
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encaminhadas para um laboratério externo para a realizacéo do teste. O teste deve
ser realizado para cada toxina, utilizando camundongos da linhagem swiss com peso
entre 16-20 gramas. De modo geral, utiliza-se a toxina padrédo misturada ao soro
produzido nos coelhos, deixa-se incubando por 1 hora e apoés é injetado 0,2 mL via
intravenosa nos camundongos. Os animais devem ser observados por 72 horas para
gue seja calculada a concentracao inibitéria média, e o resultado é expresso em
unidade internacional por mL (Ul/mL) (MOREIRA et al., 2016). Cada toxina precisa
gerar um numero minimo de Ul/mL para que seja considerada satisfatoria e ateste a
sua eficacia (Tabela 6). Em relacdo aos resultados da soroneutralizacdo, néo foi
possivel ter acesso, pois as amostras foram encaminhadas para um laboratério
externo para realizacdo e até momento de confeccdo deste relatério ndo ha

resultados.

Tabela 6 — Valores de referéncia em Ul/mL para cada antigeno.

Vacina Ul/mL minimo Referéncia
TscL 1 Ul/mL MAPA (1997)
TaCs-C2 2,5 Ul/mL MAPA (1997)
TcNa 3,5 Ul/mL MAPA (1997)
ETX Mut 2 Ul/mL MAPA (1997)
TeT 50 2,5 Ul/mL MAPA (1997)

Fonte: a autora (2022).

O teste de poténcia, utilizado para atestar a eficacia de vacinas, € o método
indicado pelo MAPA para vacinas contra clostridioses. Para sua realizagdo, varias
etapas foram desenvolvidas, como a utilizacdo de animais de experimento e
realizacdo de teste imunoenzimatico. A avaliacdo da resposta imune humoral
demonstrou que algumas amostras nao converteram de forma desejada. A infecgéo
gue os animais adquiriram pode ter influenciado no resultado da vacinacao, visto que
foram utilizados medicamentos que podem ter interferido na modulacéo da resposta
imune humoral (SALEH et al., 2016; SHAHEED et al., 2022). Ainda, tem-se a hipbtese
de que a regido de eleicdo para producado da vacina nao foi eficiente. Dessa forma,
deve-se rever as regibes dos epitopos dominantes e redesenhar as proteinas

recombinantes com novas regifes para o antigeno.
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3.2. Manejo dos animais de experimentacdo: Bem-estar animal, infeccao
respiratoria e infestacao por acaro

3.2.1 Bem-estar animal no manejo de coelhos

Para realizacao dos testes de poténcia das vacinas, os coelhos foram recebidos
e alocados em duplas por gaiolas, totalizando 45 animais (Figura 30). Antes do inicio
do experimento, um animal veio a 6bito, em circunstancias nédo definidas. A morte
desse animal nado influenciou no experimento, dessa forma, o total de animais foi
reduzido a 44.

Os coelhos foram pesados e distribuidos de acordo com o peso e classificados
por sexo. Os animais receberam agua ad libitum e racao especifica para coelhos duas
vezes ao dia, na quantidade de 70 gramas por animal, além de suplementacdo com

couve ou feno uma vez por semana.

Figura 30 — Coelhos alocados em duplas nas gaiolas.

Fonte: a autora (2022).

O enriquecimento ambiental € uma ferramenta muito importante para o bem-
estar animal, principalmente para os animais de experimentagdo. Os coelhos
possuem o0 habito de interacdo social entre os individuos e demonstram um
comportamento exploratério do ambiente em que vivem (MASTELLONE et al., 2019).

A estrutura dentéria é idealizada para a mastigacéo e desgaste dos dentes, por isso
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€ necessario que 0s animais possuam uma forragem aspera disponivel ou algum
objeto que possam mastigar para realizar o desgaste dos dentes, como brinquedos
de borracha, madeira ou papeldo. Deixar o objeto pendurado na gaiola estimula o
animal a se erguer para alcanca-lo, tornando-se um exercicio para ele (CROWELL-
DAVIS, 2021).

Assim, optou-se por realizar o enriguecimento ambiental dos animais durante o
periodo do experimento. Foram utilizados rolos de papeldo com o interior vazio e
pendurados nas gaiolas com auxilio de barbante, nos quais adicionou-se feno ou
couve no seu interior para estimular a curiosidade e o comportamento exploratorio dos

animais (Figura 31).

Figura 31 — Rolo de papeléo utilizado como objeto de enriquecimento ambiental para
os coelhos.

|

Fonte: a autora (2022).

3.2.2 Infeccd@o respiratoria

Durante o experimento, os animais foram acometidos por uma infeccéo
respiratéria. Primeiramente, foi observado que os coelhos apresentavam sinais de
secrecdo nasal purulenta (Figura 32), dificuldade respiratoria, tosse, espirros, febre,

otite e quatro animais vieram a 0Obito, apresentando cianose e anorexia.
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Figura 32 — Secrecéo nasal purulenta em coelho.

Fonte: a autora (2022).

Os animais estavam confinados em duplas nas gaiolas e possuiam contato
entre si com as gaiolas proximas, além disso o comedouro e bebedouro eram Unicos
para cada gaiola. Ap6s observacdo dos sinais clinicos, foi coletado swab nasal e
ocular de dois animais e encaminhado para o Laboratorio de Bacteriologia Veterinaria
da UFPel. Dos 44 animais, quatro morreram e foram encaminhados para o Laboratorio
de Patologia Veterinaria da UFPel para realizacdo de necropsia. Ap6s 0 exame, 0S
orgaos foram encaminhados para o Laboratério de Bacteriologia, pois devido aos
sinais clinicos, epidemiologia e sinais macroscopicos da necropsia, a suspeita era de
pasteurelose.

Como resultado dos testes, na bacteriologia houve crescimento de colonias
bacterianas mucoides na amostra de tecido pulmonar, no teste de Gram foram
visualizados cocos Gram negativos, na prova de catalase foi positiva e na de oxidase
negativa. Narealiza¢do das provas bioquimicas, néo foi possivel confirmar a espécie,
pois na prova de aminoacidos lisina e arginina as amostras foram positivas, sendo a
P. multocida caracterizada como negativa. As outras provas bioquimicas foram
coerentes com a espeécie P. multocida. Dessa forma, o diagndstico foi de infeccdo
bacteriana por Pasteurella sp. Nos outros érgdos ndo houve crescimento e nos swabs
nasais e oculares houve contaminacao por fungos ambientais.

O diagnéstico da pasteurelose é baseado nos sinais clinicos, indicando

possivel desordem respiratéria, além de exames de imagem e realizacdo de cultura
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microbiana (JEKL, 2021). Além disso, as alteracBes patolégicas macroscopicas
podem indicar a infeccdo pela bactéria. O animal pode apresentar hemorragias
petequiais difusas, fluido sanguinolento na cavidade pleural e saco pericardico, ainda
apresentar linfonodos aumentados e presenca de hemorragia (QUINN et al., 2007).

Dessa forma, foi iniciado tratamento dos animais com o uso de oxitetraciclina
60 mg/Kg a cada 3 dias IM (Teldrin®), enquanto era realizado o antibiograma das
amostras provenientes dos coelhos. Houve resisténcia ao antibidtico que estava
sendo utilizado e sensibilidade para enrofloxacino, sendo eleito para o tratamento.
Assim, foi administrado enrofloxacino 7 mg/Kg, BID, SC (Selvitrex®) durante sete dias
e anti-inflamatério meloxicam 0,2 mg/Kg, SID, SC (Maxicam®) durante trés dias.

Para o tratamento da infeccdo por Pasteurella spp. em coelhos € indicada a
terapia de suporte com uso de medicacBes anti-inflamatorias, realizacdo da
desobstrucdo das vias aéreas, além de utilizacdo de antibidticos. A prevencdo da
infeccdo por Pasteurella spp se da através da limpeza das instalacdes e isolamento
dos animais infectados (JEKL, 2021). Nesse caso, 0 isolamento dos animais nao foi
realizado, pois todos apresentavam sinais de infec¢do respiratéria, sendo apenas
realizada a limpeza do local e ajuste de janelas para néo entrar vento e umidade.

A transmissdo da bactéria Pasteurella spp. ocorre por contato direto ou
aerossois (QUINN, et al., 2007). Devido a disposicao dos animais em gaiolas préximas
e em duplas, além de dividirem o mesmo bebedouro, pode ter influenciado na
disseminacdo da doenca. Ainda, 0s animais passaram por um longo transporte até
chegarem no local e, também, precisaram se ambientar a um local novo. De acordo
com Yang et al. (2022), esses sdo fatores que ocasionam o desenvolvimento da
doenca e disseminam a infec¢do no plantel.

E comum os coelhos serem acometidos por infec¢Bes respiratorias e uma das
causas mais comuns é pela bactéria Pasteurella multocida, que leva a secrecéo nasal
mucopurulenta, espirros, dispneia, otite, conjuntivite e pneumonia, que pode ser
fibrinopurulenta ou fibrinohemorragica. A bactéria dissemina-se no organismo do
coelho pelas vias aerdgenas e atraves da circulagcédo sanguinea, podendo levar a otite
por meio da trompa de Eustaquio (JEKL, 2021). Alguns animais sdo portadores
cronicos do micro-organismo e ndo manifestam sinais clinicos. Contudo, momentos
de estresse, mudanca de ambiente e rotina, transporte e superlotacdo podem levar
ao desenvolvimento da doenca (YANG et al.,, 2022). Os coelhos sao respiradores

nasais obrigatérios e como a infecgéo respiratéria gera secre¢do purulenta e edema,
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Nos casos mais graves, a cavidade nasal fica obstruida e o animal entra em cianose
e respira pela boca, impedindo a ingestdo de agua e alimento, levando o animal a
Obito se ndo houver suporte de urgéncia (JEKL, 2021; ZHU et al., 2020), o que pode
ter ocorrido neste estudo.

De acordo com Jekl (2021), o mercado Europeu possui uma vacina para 0s
sorotipos A e D de Pasteurella multocida, mais comuns em coelhos. A vacina é
indicada para animais a partir de quatro semanas de idade e reforco na sétima e
décima semana de idade, vacinando-se o animal a cada seis meses. Ainda, ha um
protocolo para coelhos mais velhos, em que se realiza a vacinacao e depois o reforgo
em trés semanas, com posterior revacinacdo semestral.

Apés a realizacdo do tratamento com a utilizacdo de antibidtico e anti-
inflamatério os animais apresentaram uma melhora significativa dos sinais
respiratorios, com a diminuicdo da secrecao nasal purulenta e espirros. Dessa forma,
demonstra-se a importancia de unir a clinica, com a epidemiologia e o correto

diagndstico para o melhor resultado para os animais.

3.2.3 Infestacdo por acaro Leporacarus gibbus

Os coelhos do experimento também apresentaram uma infestacéo por acaro

Leporacarus gibbus (Figura 33).

Figura 33 — Acaro Leporacarus gibbus em microscépio.

Fonte: a autora (2022).
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Esse é um ectoparasito comum dos coelhos e, muitas vezes, ndo desenvolve
sinais clinicos nos animais. Contudo, em casos de imunossupressdo ou outras
doencas associadas, os animais podem manifestar prurido, alopecia e dermatite. O
acaro fica localizado no pelo do animal e se alimenta de debris e secre¢cdes sebaceas
(DEAK; TURCU, 2020). Os coelhos do experimento apresentavam o acaro localizado
em seu pelo, como pequenos pontos pretos espalhados por toda extensao do dorso.
Alguns animais apresentaram alopecia (Figura 34) e todos os animais apresentaram
o0 4caro. Foi realizada a coleta do parasito e feita a raspagem da pele com a utilizagao
de bisturi e fita adesiva e, posteriormente, encaminhou-se as amostras para o Grupo

de Estudos em Doencas Parasitarias da UFPel.

Figura 34 — Alopecia na regiao do dorso em coelho.
SN

A\
N

Fonte: a autora (2022).

A partir das amostras enviadas, foi confirmada a presenca do acaro
Leporacarus gibbus e a equipe que realizou o diagndstico identificou ser o primeiro
relato de caso de infestacdo pelo acaro no sul do Rio Grande do Sul. A recomendacao
de tratamento foi a utilizacdo de ivermectina, porém o0s animais ja estavam proximos
do final do experimento e ja haviam apresentado melhora dos sinais clinicos, entdo
optou-se por néo realizar o tratamento.

O acaro possui potencial zoon6tico e pode acometer 0s humanos que entrarem
em contato com o coelho (DUMITRACHE et al., 2021). Ha relatos de casos de donos
de coelhos que estavam infestados pelo acaro apresentarem sinais de dermatite,
contudo n&o houve isolamento do acaro no humano. Porém, os coelhos que possuiam
contato direto com a pessoa apresentaram o acaro (d’OVIDIO; SANTORO, 2013).

Dumitrache et al. (2021) relataram o primeiro caso do &caro em um gato de 14 meses.
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O animal néo tinha contato com outros animais e apresentou sinais de prurido e
dermatite, o Unico ectoparasito encontrado foi o L. gibbus. Assim, demonstra-se que

0 acaro pode infestar outras espécies além dos coelhos.

3.2.4 Conclusao

A partir do relato de caso referente aos coelhos do experimento, demonstrou-
se a importancia do conhecimento das doencas infecciosas para um bom e adequado
manejo dos animais. Embora o ECSMV néo tenha sido realizado na area de
parasitologia e clinica veterinaria, o conhecimento advindo dos casos ocorridos nos
animais proporcionou um desenvolvimento de senso critico para importancia de outras
areas da veterinaria, bem como para o bom desenvolvimento de um experimento com

utilizacao de animais.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

O relatério de Estdgio Curricular Supervisionado em Medicina Veterinaria
descreveu as atividades realizadas no Laboratério de Imunologia Aplicada e discutiu
sobre o teste de poténcia para vacinas recombinantes contra clostridioses e o manejo
com os animais do experimento.

A realizagcdo do ECSMV proporcionou a vivéncia da rotina de laboratorio e a
possibilidade de conhecer novas areas da medicina veterinaria. Ainda, foi possivel
unir o conhecimento tedrico sobre biologia molecular adquirido durante a graduacgao
na realizacdo das atividades préaticas. O acompanhamento das técnicas proporcionou
experienciar ramos da medicina veterinaria que estdo em crescimento para a
producdo de imunobiolégicos, medicamentos, e outros tipos de tratamento para
doencas.

O experimento que foi acompanhado oportunizou a experiéncia com a
experimentacdo animal e com a produgéo de vacinas recombinantes. Dessa forma,
foi possivel colocar em pratica os conhecimentos de rotina laboratorial e bem estar

animal. Além disso, foi possivel desenvolver senso critico e o trabalho em equipe.
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