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Resumo

HOERLLE, Ellen Luise Vaghetti. Efeito de Komagataella phaffi sobre os niveis
de anticorpos em camundongos imunossuprimidos com ciclofosfamida e
vacinados com antigenos recombinantes de Clostridium botulinum
eClostridium perfringens. 2023, 89p. (Mestrado em Nutricdo e Alimentos) —
Programa de Pdés-Graduacdo em Nutricdo e Alimentos, Faculdade de Nutricao,
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas — RS, 2023.

Muitos probidticos potencializam a resposta imune dos seus hospedeiros, efeito
benéfico desejavel, principalmente para imunossuprimidos. Komagataella phaffii
vém demonstrando propriedades probioticas, como melhora da conversao
alimentar, aumento do ganho de peso e da soroconverséo e efeito antimicrobiano
em animais. Além disso, mostrou-se segura para animais imunossuprimidos e 0s
protegeu da leucopenia, neutropenia, peroxidacao lipidica e da hepatotoxidade
induzidas pela ciclofosfamida (CF). Assim, o objetivo do presente estudo foi avaliar
o efeito da suplementacdo com Komagataella phaffi de camundongos Swiss
imunossuprimidos com CF e vacinados com as proteinas recombinantes rD de
Clostridium botulinum, e rCPA-C e rCPB de Clostridium perfringens, como
antigenos vacinais modelos, sobre os niveis de anticorpos, avaliados por ELISA
indireto. Para tal fim, 36 camundongos machos Swiss com 28 dias de idade
(divididos em duas repeticdes) foram dividos em trés grupos: grupo somente
vacinado (V), grupo imunossuprimido com CF (250mg. kg™ em duas doses) e
vacinado (CF + V) e grupo suplementado com Komagataella phaffii,
imunossuprimido com CF e vacinado (CF + K + V). Todos os animais dos trés
grupos foram imunizados, via subcutanea, com uma Unica dose de uma vacina
polivalente composta de 25 pug de cada uma das trés proteinas recombinantes
(rCPA-C, rCPB e rD) no dia 19 e animais do grupo CF + K + V receberam
suplementacao diaria, por gavagem, de 10® UFC de Komagataella phaffii por
animal, durante todo o experimento (47 dias). Animais ndo suplementados e nao
imunossuprimidos receberam solucdo salina pelas mesmas vias e periodos. Os
niveis de anticorpos estimulados pelos imunizantes com cada uma das proteinas
recombinantes foram avaliadas por ELISA indireto (7, 14, 21 e 28 dias ap6s a
vacinagéo). A suplementacdo com Komagataella phaffii demonstrou aprimorar a
resposta imunolégica na vacinacdo com rD dos animais imunossuprimidos,

resultando em niveis mais elevados de IgG anti-rD em comparagdo aos animais



vacinados sem suplementacao, além de promover uma resposta imunoldgica mais
rapida. No entanto, ndo teve efeito na resposta imunolégica na vacinagcdo de
animais imunossuprimidos com rCPA-C e rCPB. Assim, conclui-se que
Komagataella phaffii pode potencializar a resposta imune humoral de animais
imunossuprimidos vacinados, entretanto a resposta parece ser imundgeno
especifica. Por fim, Komagataella phaffi apresenta-se ndo apenas como um
excelente suplemento imunomodulador imundégeno especifico, mas como fonte
viavel, segura, barata e promissora no setor de alimentos na indUstria veterinaria e

humana, para animais ou pessoas saudaveis ou imunossuprimidos.

Palavras chave: Probiotico, Pichia pastoris, resposta imune, imunomodulacdo
ELISA indireto.



ABSTRACT

HOERLLE, Ellen Luise Vaghetti. Effect of Komagataella phaffi on antibody
levels in mice immunosuppressed with cyclophosphamide and vaccinated
with recombinant Clostridium botulinum and Clostridium perfringens
antigens. 2023, 89p. (Master in Nutrition and Food) — Postgraduate Program in
Nutrition and Food, Faculty of Nutrition, Federal University of Pelotas, Pelotas — RS,
2023.

Many probiotics potentiate the immune response of their hosts, a desirable
beneficial effect, especially for immunosuppressed people. Komagataella phaffii
have demonstrated probiotic properties, such as improved feed conversion,
increased weight gain and seroconversion, and antimicrobial effect in animals.
Furthermore, it proved to be safe for immunosuppressed animals and protected
them from leukopenia, neutropenia, lipid peroxidation and hepatotoxicity induced
by cyclophosphamide (CF). Thus, the aim of the present study was to evaluate the
effect of supplementation with Komagataella phaffi from Swiss mice
immunosuppressed with CF and vaccinated with the recombinant proteins rD from
Clostridium botulinum, and rCPA-C and rCPB from Clostridium perfringens, as
model vaccine antigens, on the antibody levels, assessed by indirect ELISA. For
this purpose, 36 male Swiss mice aged 28 days (divided into two replicates) were
divided into three groups: vaccinated-only group (V), immunosuppressed group with
CF (250mg. kg™ in two doses) and vaccinated (CF + V ) and group supplemented
with Komagataella phaffii, immunosuppressed with CF and vaccinated (CF + K +
V). All animals in the three groups were immunized, subcutaneously, with a single
dose of a polyvalent vaccine composed of 25 ug of each of the three recombinant
proteins (rCPA-C, rCPB and rD) on day 19 and animals in the CF + K group + V
received daily supplementation, by gavage, of 108 CFU of Komagataella phaffii per
animal, throughout the experiment (47 days). Non-supplemented and non-
immunosuppressed animals received saline solution by the same routes and
periods. The levels of antibodies stimulated by the vaccines with each of the
recombinant proteins were evaluated by indirect ELISA (7, 14, 21 and 28 days after
vaccination). Supplementation with Komagataella phaffii has been shown to
improve the immune response in immunosuppressed animals in rD vaccination,
resulting in higher levels of anti-rD IgG compared to animals vaccinated without
supplementation, in addition to promoting a faster immune response. However, it

had no effect on the immune response to vaccination of immunosuppressed



animals with rCPA-C and rCPB. Finally, Komagataella phaffii presents itself not only
as an excellent specific immunomodulatory supplement, but as a viable, safe,
cheap and promising source in the food sector in the veterinary and human industry,

for healthy or immunosuppressed animals or people.

Keywords: Probiotic, Pichia pastoris, immune response, immunomodulation
indirect ELISA.
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1. Introducgéo

As doencas imunossupressoras sao condicdes em que o0 sistema
imunolégico é comprometido, resultando em uma capacidade reduzida de
combater infeccbes e doencas. Diversas patologias podem levar a
imunossupressao, incluindo o HIV/AIDS, doencas autoimunes como ldpus
eritematoso sistémico e artrite reumatoide, cancer, tratamentos com
imunossupressores, como quimioterapia e transplantes de Orgdos. Pacientes
imunossuprimidos estdo mais suscetiveis a infec¢cdes oportunistas e recorréncia
de infec¢des antigas, aumentando o risco de complicacdes graves. A identificacéo
precoce e 0 manejo adequado dessas condi¢cdes sao cruciais para prevenir
complicacdes e melhorar a qualidade de vida desses pacientes (Fauci et al., 2018;
Jamenson et al., 2017).

A quimioterapia utiliza medicamentos antineoplasicos para combater as
células tumorais através de sua toxicidade, o que possibilita o tratamento precoce
de metastases nédo detectaveis e, em alguns casos, leva a cura de certos tipos de
tumores (ONCOGUIA, 2021; INCA, 2022). No entanto, € importante mencionar que
0s agentes quimioterapicos podem causar diversos efeitos colaterais devido ao fato
de afetarem ndo apenas as células tumorais, mas também as células normais com
alta capacidade de replicacdo (ONCOGUIA, 2021; Silveira et al., 2021).

A ciclofosfamida (CF) é um agente antineoplasico amplamente utilizado no
tratamento do cancer. Classificada como um alquilante, é considerada a terapia
imunossupressora de maior poténcia, inibindo a divisdo celular e a sintese de acido
desoxirribonucleico (DNA) (UPTODATE, 2017; Teles et al., 2016; MINISTERIO DA
SAUDE, 2014). Apesar da sua efetividade, o uso da ciclofosfamida é limitado, tanto
a curto quanto a longo prazo, devido ao seu alto potencial toxico (McCune et al.,
2017).

Alimentos funcionais tem sido cada vez mais recomendados por
profissionais da area da salde para proporcionar uma melhor qualidade de vida
aos pacientes imunossuprimidos (FAO, 2006), devido a efeitos benéficos como o
reforco dos mecanismos de defesa imunolégicos, melhora das condicdes fisicas e
mentais, prevencao ou tratamento de alguma doenca e para melhora do estado

geral de saude (Boer, 2021).

Sabe-se que o0s seres humanos vivem em coexisténcia com uma variedade
de microrganismos, tanto no ambiente externo quanto no interior do organismo,

especialmente na microbiota intestinal (Davenport et al., 2017). Os probiéticos sao
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organismos vivos que, quando ingeridos em quantidades adequadas, podem
proporcionar beneficios a satde dos individuos (FAO, 2006). E conhecido que os
probidticos desempenham um papel importante no sistema imunolégico e
digestivo, e podem ser utilizados para auxiliar no tratamento de certas patologias
através da modulagéo do sistema imunolégico (Splichal et al., 2019; FAO, 2006).
Além disso, estudos relatados por Saad et al. (2006) demonstraram que esses
probidticos também podem exercer fungdes benéficas em animais, inclusive em
individuos imunocomprometidos devido ao uso da ciclofosfamida (Salva et al.,
2014).

A influéncia positiva de probiéticos sobre a modulacdo do sistema imune de
camundongos Swiss imunocomprometidos pela aplicacao de CF foi observada por
Salva et al. (2014),onde os valores de leucocitos e neutrofilos apresentavam-se
maiores nos grupos tratados com Lactobacillus, dados que confirmam os
resultados de Wei et al. (2007), ao observarem que o0s camundongos
imunocomprometidos por CF, apds receberem suplementacédo de Lactobacillus
rhamnousus ZY114 e colostro bovino, melhoraram as fungdes do sistema
imunologico.Tem sido mostrado que Lactobacillus casei pode aumentar a
proporcao de Thl para Treg e induzir a mudanca de classe de anticorpo em células
B ativadas na resposta imune, assim expressando e produzindo IgG, IgA ou IgE
para exercer efeitos imunomoduladores (Wang et al.,, 2013; Fu et al.,, 2020).
Entretanto, no estudo realizado por Bujalance et al. (2007), em camundongos
BALB/c, constatou-se que o Lactobacillus plantarum ndo promoveu efeito na
modulacao da imunossupresséao induzida pelo mesmo farmaco, sendo necessarios

mais estudos sobre o tema.

As clostridioses sdo infeccdes causadas por diferentes espécies de
Clostridium spp. que afetam tanto humanos quanto animais, resultando em uma
variedade de sintomatologias. Algumas das espécies de Clostridium mais
comumente associadas a essas infeccbes incluem o Clostridium botulinum,
responsavel pela intoxicagdo alimentar conhecida como botulismo; o Clostridium
difficile, que causa diarreia associada a antibioticos e colite pseudomembranosa; o
Clostridium tetani, causador do tétano; e o Clostridium perfringens, associado a
infeccbes de tecidos moles, gangrena gasosa e gastroenterite. E importante
ressaltar que pacientes imunossuprimidos estdo particularmente suscetiveis a
desenvolver complica¢des graves em decorréncia das clostridioses (Mandell et al.,
2020; Sartelli et al., 2014; WHO, 2018).
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Dentro dos parametros de vacinacdo contra Clostridium, grupos de
pesquisas tém demonstrado que antigenos recombinantes contra espécies
patogénicas do genéro geram niveis elevados de anticorpos, apresentando grande
potencial como imunizantes (Ferreira et al., 2019; Moreira et al., 2020; Rodrigues
etal., 2021). Ferreira et al. (2019) mostraram que 200 mg da toxina a recombinante
de Clostridium perfringens (rCPA) foi capaz de induzir altos titulos de anticorpos
contra a toxina a nativa em coelhos e ovinos. Estudos recentes demonstram que o
dominio C-terminal de CPB (rCPB-C) apresenta maior atividade imunogénica em
comparacao a rCPB e CPB nativa (vacina comercial) (Rodrigues et al., 2021). Da
mesma forma, vacinas recombinantes contendo 200 mg de proteina épslon de
C.perfringens (rETX) e da neurotoxina botulica D de Clostridium botulinum (rBONT-
D) foram eficientemente avaliadas por Moreira et al. (2016) e Moreira et al. (2019),
respectivamente, atingindo altos niveis de anticorpos nas espécies alvo avaliadas
(coelhos, ovinos e bovinos). Por essa razao, diante dos imunizantes efetivos ja
avaliados, as vacinas empregadas neste estudo foram compostas por versdes
antigenicas recombinantes das toxinas rCPA e rCPB de C.perfringens e rD de

C.botulinium.

Conhecida por ser wuma levedura metilotrofica da familia
Saccharomycetaceae, a Komagataella phaffi, conhecida anteriormente como
Pichia pastoris, a qual foi recentemente reclassificada no novo género
Komagataella, tém sido utilizada como um sistema de grande sucesso para a
producédo de proteinas recombinantes em larga escala para o desenvolvimento de
vacinas (Nizoli et al., 2009; Dummer et al., 2009 A; Dummer et al., 2009 B; Siedler
et al.,2017). Também se distingue pela sua capacidade de crescimento a partir de
residuos de baixo custo e meios de cultura relativamente simples, possibilitando
sua producéo em larga escala industrial (Gil de los Santos, 2018; Gil de los Santos,
2012). Ou seja, tem as vantagens de apresentar altos rendimentos de producao,
ser geneticamente estavel, secretar proteinas recombinantes para 0 meio e
apresentar condi¢cdes de cultura pouco dispendiosas (Hou et al., 2007). Estudos
prévios, realizados na Universidade Federal de Pelotas (UFPel), ttm demonstrado
gue ela pode ser caracterizada como probiético, pois € segura, capaz de resistir a
passagem pelo TGl in vitro e in vivo (Franca et al., 2015) e apresenta efeitos
benéficos ao hospedeiro, como melhora da conversdo alimentar e aumento
significativo do ganho de peso e da soroconversao contra C.perfringens em frangos
de corte (Gil de Los Santos et al., 2012), além de efeito antimicrobiano contra

Salmonella Typhimurium em camundongos Balb/c (Franca et al., 2015).
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Cunha (2016) e Massaut (2018) realizaram estudos para investigar os
potenciais efeitos probidticos da Komagataella phaffi em camundongos Swiss
imunossuprimidos com CF, avaliadando a seguranca da utilizagéo desta levedura
em imunossuprimidos, a variagcdo de peso, as contagens de leucdcitos totais,
neutrdéfilos e linfécitos e a peroxidacédo lipidica. Komagataella phaffi mostrou-se
segura para animais imunossuprimidos e os protegeu dos danos induzidos pela
CF, reduzindo a leucopenia e neutropenia, a hepatotoxidade, as lesdes renais e a
peroxidacgéao lipidica nos rins e encéfalo dos animais tratados com CF, além de ter
melhorado a converséo alimentar e o ganho de peso dos animais dos grupos que
receberam o farmaco. E nos animais sadios, a Komagataella phaffii demonstrou
aumentar os parametros do hemograma, incluindo concentracdes plasmaticas de
hemacias e hemoglobina. Além disso, foi observada uma reducdo na peroxidacao

lipidica e uma melhora na eficiéncia alimentar.

Embora amplamente estudada, efeitos da imunidade mediada por
Komagataella phaffii sob a resposta de anticorpos gerada por antigenos vacinais
em animais imunosuprimidos néo foram avaliados. Desta forma, o presente estudo
tem por objetivo dar continuidade aos estudos de Cunha (2016) e Massaut (2018),
avaliando o efeito da suplementacdo com o probiético Komagataella phaffi sobre
0s niveis de anticorpos, avaliados por ELISA indireto, em camundongos Swiss
imunossuprimidos com CF e vacinados, utilizando como imundgenos modelos a
neurotoxina D de Clostridium botulinum (Bont-D) recombinante (rD), p dominio C-
terminal da toxina alfa (rCPA-C) e a proteina beta integral (rCPB) de Clostridium

perfringens.
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2. Revisao da Literatura e Referencial Teérico

A imunossupresséao € caracterizada pela reducéo da atividade do sistema
imunologico, podendo ser resultado de doencas especificas ou do uso de
medicamentos farmacoldgicos no tratamento de determinadas condi¢cbes. Essa
condicdo compromete a capacidade de defesa do organismo contra agentes
infecciosos e pode aumentar o risco de desenvolvimento de infec¢des oportunistas
e doencas associadas a imunidade comprometida (Ministério da Saude, 2021).
Além das doencas autoimunes, mencionadas anteriormente, a imunossupressao
pode ser observada em pacientes submetidos a transplantes de érgaos, terapia
imunossupressora para prevenir a rejeicdo do enxerto, tratamentos de cancer,
como a quimioterapia, e em casos de doencas inflamatoérias cronicas (Sacco et al.,
2021). O uso de medicamentos imunossupressores, como corticoides, agentes
biologicos e imunossupressores tradicionais, visa controlar a resposta imunoldgica
excessiva ou inadequada, mas também pode resultar na diminui¢do da imunidade
do individuo. O manejo adequado da imunossupresséao é essencial para equilibrar
o tratamento da doenca de base e minimizar os riscos associados a reducéo da

resposta imune (Ma et al., 2019; Andersen et al., 2022)

O cancer € uma patologia, onde a principal caracteristica é a capacidade de
multiplicacéo e infitracdo de células malignas, seu tratamento pode ser realizado
de forma isolada ou em combinacédo. A quimioterapia é o tratamento mais indicado,
mas, frequentemente € administrada junto com cirurgia, radioterapia ou com
ambas. Também pode ser administrada com outros medicamentos, como
imunoterapia, hormonioterapia ou terapia-alvo (INCA, 2022; ONCOGUIA, 2021).

A medicacdo antineoplasica se mostrou eficaz, pois viabiliza o combate ao
cancer através da destruicdo, inibicdo ou controle das células cancerigenas em
pacientes, sendo possivel a cura de alguns tumores e permitindo o tratamento
precoce de matastases nao detectaveis (INCA, 2022; ONCOGUIA, 2021).
Presumivelmente, o tratamento antineoplasico mata todas as células que se
dividem rapido e, como os tumores podem se dividir rapidamente, o0s
guimioterapicos acabam matando as células tumorais. Todavia, outras células se
dividem rapidamente, como cabelo, unhas, células de defesa do organismo e
mucosas, por esse motivo os quimioterapicos séo toxicos para essas células
(ONCOGUIA, 2021, Calixto-Lima et al., 2012).

Geralmente, os efeitos colaterais estdo associados a todas as classes de

agentes antineoplasicos, como alquil sulfonados, nitrozuréias, mostardas
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nitrogenadas e triazenos, entretanto o0s agentes alquilantes sdo 0s mais
frequentemente utilizados, pois sdo considerados ciclo-celular ndo especificos, ou
melhor, possuem capacidade de erradicar as células tumorais a despeito de

estarem no ciclo celular ou em repouso (Ferdinandi & Ferreira, 2009).

A CF é um pro-farmaco, metabolizado no figado e excretado pelos rins, pode
ser administrado tanto por via oral quanto por intravenosa (Mccune at al., 2017).
Pro-farmaco é considerado um farmaco ativo, quimicamente transformado em um
derivado inativo, onde € convertido por um ataque quimico ou enzimético ou de
ambos. A metabolizacdo da CF no figado, forma os compostos fosfaramida e
acroleina, sendo autor pelo maior efeito citotoxico desta (Emadi et al., 2009).

Os agentes quimioterapicos possuem capacidade de afetar a producéo de
células sanguineas na medula éssea, por meio do seu potencial de toxicidade,
indicando um efeito colateral do tratamento (Silveira et al., 2016). Contudo, a CF,
como um agente alquilante, é capaz de desencadear mielossupressao, dos quais
as alteracOes hematoldgicas geralmente observadas séo trombocitopenia, anemia
e leucopenia, entretanto, os danos a medula d&ssea podem ocorrer
independentemente do farmaco, dose e do tempo utilizado ( Ferdinandi e Ferreira,
2009; Silveira et al., 2013). Além disto, o uso de CF acarreta outros efeitos
colaterais, tais como nauseas, vomitos, diarréia, alopecia, dermatite, amenorréia,
esterilidade, pneumonite, cistite hemorragica e cardiotoxicidade (Mccune et al.,
2017; UPTODATE, 2017).

Foi observado, em estudos realizados por Faber et al. (2011), com
camundongos C3H/HeN, uma reducdo no numero de células brancas totais e
linfocitos apds aplicacdo de CF, tal efeito também foi constatado por Zuluaga et al.
(2006), no qual foi testado se uma dose reduzida de CF seria capaz de gerar
neutropenia em um modelo de imunossupressao experimental simplificado. Os
resultados atingidos foram satisfatorios, onde a neutropenia severa foi alcancada
ainda no 4° dia, quando foi administrada a segunda dose de CF e a leucopenia foi

alcancada 16 horas apés a segunda dose do farmaco.

A relacéo entre microbiota intestinal e saude vem fomentando uminteresse
crescente, que deseja identificar novas formas de prevencédo e tratamento de
inimeras doencas. Em vista da presenca de microrganismos resistentes e da falta
de opcbes de tratamento dependentes de antibidticos, torna-se necessaria a

criacdo de métodos diferentes para combater esses microrganismos patégenos,
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pois estdo frequentemente associados a doencas com elevadas taxas de
morbidade e/ou mortalidade (Chua et al., 2017).

Sabe-se que os seres humanos vivem em coexisténcia com diversos
microrganismos no exterior e interior de seu organismo, especialmente na
microbiota intestinal (Davenport et al., 2017). Esta é definida como a totalidade de
microrganismos presentes na superficie epitelial do TGl (Larsen et al., 2010; Wang
etal., 2017a). Logo, a manutenc¢do da microbiota através do uso de probidticos tem

causado um interesse crescente (Capurso et al., 2016).

Probidticos sdo organismos vivos, que quando ingeridos em quantidades
adequadas, causam beneficios para a saude dos individuos (FAO, 2002), como
promocédo da resisténcia gastrointestinal a colonizacdo de patégenos de origem
alimentar, prevencdo e/ou tratamento de disturbios metabdlicos referentes ao
estresse oxidativo, atuagdo como antioxidante e auxilio na digestéo, protege contra
infeccbes por microrganismos altamente virulentos e estimula o sistema

imunoldgico (Splichal et al., 2019; Gancarc¢ikova et al., 2019;Potocnjak etal., 2017).

Os probidticos possuem trés mecanismos de acdo: o primeiro é a reducao
da quantidade de células patogénicas viaveis através da producédo de compostos
com atividade antimicrobiana, da competicdo por nutrientes e da competicao por
sitios de adeséo. O segundo, seria alteracdo do metabolismo microbiano, por meio
do aumento ou diminuicdo da atividade enzimatica. E o terceiro, pelo estimulo da
imunidade do hospedeiro,através do aumento dos niveis de anticorpos e/ou da
atividade dos macrofagos (Saad et al.,, 2006). Consequentemente, ocorre nao
somente a regulacédo da microbiota, como também a modulacéo do sistema imune
do hospedeiro, agindo de forma direta na regulacdo e desenvolvimento da
imunidade local e sistémica (Generoso et al., 2010; Castelli, 2011; Carreiro, 2013;
Salva et al., 2014).

Estudos referentes a probiéticos demonstram diversos dados positivos
sobre os beneficios de sua utilizacdo, jA& que podem desempenhar um papel
significativo no sistema imunoldgico e reduzir a quantidade e duracédo de doencas
no TGI (Jankovic et al., 2010; Cuppari, 2002). Pode ser utilizado para evitar certas
enfermidades, modulando o sistema imune (FAO, 2006), como foi observado em

estudo de Saad et al. (2006), com animais imunocomprometidos pelo uso de CF.

O sistema imune é um conjunto de células, tecidos e 6rgdos que atuam na
defesa do organismo contra agentes toxicos ou infecciosos (Delves, 2021), 70%

do sistema linféide encontra-se no intestino, sendo eles os linfécitos T, B e
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fagocitos, desta forma, 20% das células intestinais seriam linfocitos e né&o
enterdécitos (Carreiro, 2013).

O sistema imune inato é constituido pelo conjunto de defesas que nosso
organismo dispbe desde o nascimento, conta com as informagdes e anticorpos
fornecidos pela mae. O sistema imune adaptativo, permanece em constante
evolucdo durante a nossa vida, ocorre principalmente por meio da exposi¢céo de
agentes infecciosos, possibilitando que as células de defesa aprendam a melhor
maneira para combater esses agentes patdégenos (Delves, 2021). A imunidade
inata e a adaptativa agem em conjunto para agir de forma rapida a agresséo,
independente de um estimulo prévio, sendo a primeira linha de defesa do
organismo. Entretando, a utilizacdo de quimioterapicos, como a CF, pode causar
efeitos danosos neste sistema de defesa (Cruvinel et al., 2010). Segundo Zuluaga
et al. (2006), a administracdo de CF em camundongos albinos Swiss, em um
regime simplificado de 250mg/ kg, € capaz de reduzir as células do sistema imune,
acarretando em uma neutropenia severa, assim como uma reducao de 92 e 96%

de linfécitos e mondcitos, respectivamente.

Os inameros beneficios relacionados aos probidticos, pode-se destacar o
estimulo a imunidade, acdo carcinogénica, prevencao e tratamento de diversas
patologias, além da producéo intestinal de citocinas anti-inflamatorias e reducao
das proé-inflamatoérias (Saad et al., 2006; Salva et al., 2014; Carreiro, 2013). O
estudo realizado por Salva et al.(2014), analisou o efeito de probidticos sobre a
modulacao dos sistema imune de camundongos Swiss sob imunossupressao pela
aplicacdo de CF, constatou-se maiores valores de neutrofilos e leucécitos nos
grupos que foram tratados com Lactobacillus, dados que confirmam os resultados
de Wei et al. (2007), ao observar que os camundongos imunocomprometidos por
CF, apoOs receberem suplementacdo de Lactobacillus rhamnousus ZY114 e
colostro bovino, melhoraram as funcdes do sistema imunoldgico. Entretanto, o
estudo de Bajulance et al. (2007), com camundongos balb/c, constatou que o
probidtico Lactobacillus plantarum n&do causou efeito na modulacdo da

imunossupresséo induzida pela CF.

Probidticos estdo sendo cada vez mais utilizados como veiculos para a
expressdo e entrega direcionada de moléculas nativas ou recombinantes nas
superficies mucosas, com aplicagdes na nutricdo e saude (Icy D'Silva, 2011). A
localizacdo da proteina expressa por um probidtico tem impacto na resposta imune,
uma vez que sua localizacao intracelular pode oferecer protec¢ao contra condi¢des

adversas no trato gastrointestinal. A liberacdo mucosa de proteinas por meio de



23

probidticos tem potenciais aplicacdes no manejo de doencas imunomoduladoras e
na entrega de antigenos vacinais (Michon et al., 2016; Floch, 2014). A transferéncia
de genes de interesse entre organismos utilizando plasmideos abriu caminho para
avancos no desenvolvimento e expressao de proteinas heterélogas de interesse,
como antigenos vacinais, proteinas terapéuticas e anticorpos, bem como para o
desenvolvimento de probioticos recombinantes seguros (Michon et al., 2016; Icy
D'Silva, 2011).

Conhecida por ser uma levedura metilotrofica da familia
Saccharomycetaceae, a Komagataella phaffi, recentemente reclassificada no novo
género Komagataella, tem sido utilizada como sistema de grande sucesso para a
producdo de proteinas recombinantes (Nizoli et al., 2009; Dummer et al., 2009 A;
Dummer et al.,, 2009 B,; Siedler et al.,, 2017). Pode ser caracterizada como
probidtico, pois € inofensiva e capaz de resistir a passagem pelo TGI in vitro e in
Vivo, e também apresenta atividade antimicrobiana contra Salmonella Typhimurium
em camundongos (Franca et al., 2015). Cunha (2016) realizou estudos para
investigar os potenciais efeitos probidticos de Komagataella phaffi em
camundongos Swiss imunossuprimidos com CF, foram avaliadas a variacdo de
peso, contagem de leucdcitos totais, neutrofilos e linfécitos e a seguranca da
utilizacao desta levedura em imunossuprimidos. A Komagataella phaffi se mostrou
segura para animais imunossuprimidos e possui efeito protetor a hepatotoxidade
da ciclofosfamida, aumentou o peso dos animais e 0s protegeu da leucopenia e

neutropenia.

Em um estudo realizado por Gil de Los Santos et al. (2012), foi testado as
propriedades probidticas da Komagataella phaffi e da Komagataella phaffi
recombinante contendo o gene da fosfolipase C de Clostridium perfringens
(C.perfringens) sobre a estimulacdo do sistema imune e eficacia em frangos de
corte contra a a toxina de C.perfringens, obteve-se resultados positivos em relacao
ao ganho de peso dos animais que receberam a levedura, nas duas formas, além
de apresentarem melhora na soroconversdo e nao exibirem alteracbes

histopatoldgicas significativas.

Cunha (2016), no intuito de confirmar a seguranca da utlizacdo de
Komagataella phaffi em camundongos Swiss machos imunossuprimidos com CF,
avaliou o estresse oxidativo através da determinacdo de niveis de substancias
reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS), variagdo de peso e leucograma,
concluindo que a levedura ndo agiu como um microrganismo oportunista e

tampouco causou Obitos nos animais suplementados. Constatou-se um efeito
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protetor a toxicidade causada pela aplicagdo do farmaco nos rins e figado através
da reducao de lesdes histopatologicas, um estimulo positivo no ganho de peso,
protecdo significativa contra leucopenia e neutropenia decorrentes da
administracdo do quimioterapico, jA que este foi capaz de aumentar
consideravelmente o numero de células do sistema imune dos animais submetidos
ao tratamento medicamentoso, reducdo dos niveis de TBARS no rim e cérebro dos
animais tratados com CF e no figado e cérebro de animais saudaveis (Cunha,
2016).

Todavia, apesar dos estudos realizados com Komagataella phaffi validar
efeitos benéficos e potencial probiético, esta ainda € uma levedura pouco
estudada, principalmente em modelos experimentais de imunossupresséo induzido
por quimioterapia com CF, o que justifica um estudo adicional a fim de avaliar o

comportamento sobre outros parametros bioquimicos.
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3. Objetivos

3.1. Objetivo geral

Avaliar o efeito da suplementacdo com o probidtico Komagataella phaffi
sobre a resposta imune humoral a vacinas em camundongos Swiss
imunossuprimidos com CF, utilizando como antigenos vacinais modelos as
proteinas recombinantes rD de Clostridium botulinum, e rCPA-C e rCPB de

Clostridium perfringens.

3.2. Objetivos especificos

Expressar as proteinas recombinantes rD, rCPA-C e rCPB para serem
utilizadas como imundégenos modelos para a avaliacao do efeito da suplementacéao
com o probidtico Komagataella phaffi sobre os niveis de anticorpos em

camundongos Swiss imunossuprimidos com CF;

Padronizar o ELISA direto para avaliacdo do efeito da suplementacdo com
0 probidtico Komagataella phaffi sobre os niveis de anticorpos em camundongos

Swiss imunossuprimidos com CF;

Avaliar o efeito da suplementacdo com o probidtico Komagataella phaffi
sobre os niveis de anticorpos, avaliados por ELISA indireto, em camundongos
Swiss imunossuprimidos com CF e vacinados, utilizando como imundgenos
modelos as proteinas recombinantes rD de Clostridium botulinum, erCPA-C e rCPB

de Clostridium perfringens,.
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HOERLLE, Ellen Luise Vaghetti. Avaliacdo de Pichia pastoris como
probidtico recombinante e sua capacidade de liberar proteinas via mucosa
no tratamento da Diabetes Mellitus tipo 2 em camundongos com diabetes
induzida com estreptozotocina e dieta rica em gordura e agucar. 2021.
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Faculdade de Nutricdo, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas. 2021.

Resumo
Estudos indicam que probidticos podem desempenhar efeitos antidiabéticos
através da modulagdo da microbiota intestinal, da melhora a toleréncia a glicose,
entre outros. E probiéticos recombinantes liberando alvos via mucosa, entre eles,
alvos com efeitos terapéuticos para o diabetes, como o GLP-1, podem auxiliar
ainda mais na prevencdo e/ou tratamento de diabetes tipo 2 (DM2). Pichia
pastoris, reclassificada como Komagataella phaffii, tem sido utilizada como
sistema de grande sucesso para a producao de proteinas recombinantes e tem
apresentado propriedades probidticas. Assim, o presente estudo propde-se a
avaliar P. pastoris como probiotico recombinante, avaliando sua capacidade de
liberar proteinas via mucosa, usando como proteina modelo o GLP-1 de longa
acao (10laGLP-1), andlogo do GLP-1, para o tratamento de DM2 em
camundongos Swiss com diabetes induzida por estreptozotocina e dieta rica em
gordura e acucar. A sequéncia de 10laGLP-1 sera desenhada, sintetizada por
uma empresa especializada e clonada em um vetor de expressao induzivel, para
a expressao de 10laGLP-1. Camundongos Swiss serao divididos em sete grupos
e tratados por 8 semanas como segue: controle, P. pastoris/ plasmideo, P.
pastoris recombinante, estreptozotocina, metformina, estreptozotocina + P.
pastoris/ plasmideo e estreptozotocina + P. pastoris recombinante. Os grupos
P. pastoris/ plasmideo e estreptozotocina + P. pastoris/ plasmideo receberao
formulacédo contendo 10° CFU.g! de P. pastoris contendo o plasmideo sozinho
e 0s grupos P. pastoris recombinante e estreptozotocina + P. pastoris
recombinante, receberdo 10° CFU.g! de P. pastoris/ plasmideo-10laGLP-1,
ambos por gavagem. Apds quatro semanas, 0S grupos estreptozotocina,
estreptozotocina + P. pastoris/ plasmideo, estreptozotocina + P. pastoris
recombinante e metformina (receberdo 300 mg de metformina por quilo de peso

corporal) seréo injetados com uma dose de
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estreptozotocina (100 mg.kg? de peso) diluida em solucéo salina a 0,9%, via
intraperitoneal (i.p), apds jejum de 12 horas, por trés dias consecutivos e serao
alimentados com uma dieta rica em gordura e em sacarose. Os animais que nao
forem induzidos com estreptozotocina e os que ndo receberem a formulacdo
contendo P. pastoris receberdo solucdo salina 0,9% em substituicdo e, os
ultimos, serdo alimentados com uma dieta padréo para roedores. Camundongos
tratados com estreptozotocina com glicemia de jejum > 11,1 mmol / L serdo
considerados como com DM2. Serédo avaliados o consumo de alimentos e agua,
a variacao de peso corporal e a conversao alimentar dos animais no periodo. E
serdo realizados os testes de tolerancia a glicose oral e intraperitoneal. Apos,
sera procedida a eutandsia por exsanguinacdo por puncdo cardiaca apds
anestesia comisoflurano. O plasma sera empregado narealizacdo das dosagens
bioquimicas da aspartato aminotransferase (AST), alanina aminotransferase
(ALT), uréia, creatinina, triglicerideos, colesterol total e fracdes e glicemia de
jejum utilizando Kits comerciais. O figado, os rins e 0 encéfalo dos animais serao
rapidamente removidos, homogeneizados em Tris/HCI 50 mM, pH 7,4 (1:10, m/v)
e centrifugados a 4000 g a 4°C por 10 minutos, e o0 sobrenadante sera utilizado
para os ensaios de peroxidacéo lipidica (TBARS), catalase (CAT) e superéxido
dismutase (SOD). Por fim, sera realizada analise histopatolégica do pancreas

dos animais.

Palavras chaves: Komagataella Paffii, GLP-1, glicemia, controle glicémico, marcadores

bioguimicos, estresse oxidativo
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1 Introducéao

A relacdo entre microbiota intestinal e salde vem fomentando um
interesse crescente que deseja identificar novas formas de prevencdo e
tratamento de inUmeras doencas. Em vista da presenca de microrganismos
resistentes e da falta de op¢des de tratamento dependentes de antibiéticos,
torna-se necesséria a criacdo de métodos diferentes para combater esses
microrganismos patégenos, pois estdo frequentemente associados a doencas
com elevadas taxas de morbidade e/ou mortalidade (Chua et al., 2017).

Sabe-se que os seres humanos vivem em coexisténcia com diversos
microrganismos no exterior e interior de seu organismo, especialmente na
microbiota intestinal (Davenport et al., 2017). Esta € definida como a totalidade
de microrganismos presentes na superficie epitelial do Trato Gastrointestinal
(TGI) (Larsen et al.,, 2010; Wang et al., 2017a). Logo, a manutencdo da
microbiota através do uso de probioticos tem causado um interesse crescente
(Capurso et al. 2016).

Probidticos sdo organismos vivos, que quando ingeridos em quantidades
adequadas, causam beneficios para a saude dos individuos (FAO/WHO, 2002),
como promocao da resisténcia gastrointestinal a colonizacdo de patégenos de
origem alimentar, prevencdo e/ou tratamento de distarbios metabdlicos
referentes ao estresse oxidativo, como diabetes, atuacdo como antioxidante e
auxilio na digestao (Splichal et al., 2019; Gancarcikova et al., 2019;Poto¢njak et
al., 2017).

A tecnologia recombinante, definida como a transferéncia do gene de
interesse de um organismo para outro organismo utilizando plasmideos, abriu
caminho para avancos no desenvolvimento e expressdo de proteinas
heter6logas de interesse, como antigenos vacinais, proteinas terapéuticas e
anticorpos, e no desenvolvimento de probio6ticos recombinantes seguros (Michon
et al., 2016; Icy D’Silva, 2011). Por essa tecnologia, probiéticos podem expressar
proteinas recombinantes que podem ser produzidas no citoplasma, sendo
secretadas ou ficando na membrana celular ou ancoradas na superficie do
probidtico. Probidticos recombinantes estdo cada vez mais sendo usados como

veiculos para a expressao e entrega direcionada de moléculas nativas ou
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recombinantes as superficies mucosas em nutricdo e saude (Icy D’Silva, 2011).
A localizacdo da proteina expressa por um probidtico recombinante afeta a
resposta imune, pois sua localizacdo intracelular pode proteger a proteina das
condicdes adversas no TGI. O manejo de doencas autoimunes e a liberacao de
antigenos vacinais estdo inclusos nas aplica¢cfes potenciais da liberacdo mucosa
de proteinas por probidticos recombinantes (Michon et al., 2016; Floch, 2014).

O diabetes mellitus (DM) é definido como uma sindrome metabdlica de
origem multipla, caracterizada por hiperglicemia consequente a deficiéncia a
insulina (WHO,2019), decorrente da falta de insulina e/ou da incapacidade da
insulina exercer adequadamente seus efeitos (Ministério da Saude, 2009), e por
distdrbios do metabolismo de carboidratos, gorduras e proteinas (WHO, 2019).
Pacientes que sdo diagnosticados com essa patologia devem ter cuidados
diarios com o seu estilo de vida, para controlar os niveis de glicose no sangue e
evitar complicacdes (Ahola et al., 2017). Existem trés tipos de DM: tipo 1 (DM1),
tipo 2 (DM2) e gestacional (DMG) (WHO, 2016).

O DM2, gque sera o observado no estudo, € uma desordem metabdlica
onde o organismo produz insulina, mas ela ndo exerce a funcdo adequada. Isso
pode acontecer por duas razdes: as células beta (B) do pancreas produzem
insulina, mas ndo em quantidades adequadas para a diminuicdo da glicemia e
para produzir a energia que o0 corpo necessita, ou as células do organismo néo
funcionam corretamente, apresentando uma resisténcia a insulina, por isso elas
nao conseguem captar a insulina e manter a glicose controlada (Poretsky, 2010;
Asemi et al., 2013; WHO, 2019).

Diversos estudos fazem uso de Estreptozotocina para a inducéo
experimental de DM. A Estreptozotocina € um antibiético produzido pelo
Streptomicesachromogenes, que, para as células B pancreaticas, se torna toxico.
A sua acao em camundongos se iguala com a fisiopatologia da DM em humanos
(Silva, et al., 2010; Kavalali et al., 2002; Baydas, 2003).

O aumento na prevaléncia de DM2 em todo o mundo é relacionada a
rapidas mudancas ambientais que impactam negativamente sobre fatores de
risco do diabetes, como habitos dietéticos e sedentarismo (IDF, 2017; WHO,
2016). Estudos apontam que a microbiota intestinal é afetada por fatores

genéticos e ambientais, além de ser importante para o entendimento dos
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mecanismos compreendidos na patologia da DM2 (Caniet al., 2007; Wu et al.,
2011).

Estudos indicam que probidticos podem desempenhar efeitos
antidiabéticos através da modulacdo da microbiota intestinal e/ou da resposta
imune, da melhora a tolerancia a glicose, entre outros (Simon et al., 2015; Akbari
et al., 2016; Gomes et al., 2014; Singh et al., 2017). Desta forma, probioticos
podem auxiliar na prevencao e/ou tratamento de DM2 (Zeng et al., 2016), bem
como os probibticos recombinantes, liberando alvos via mucosa, entre eles,
alvos com efeitos terapéuticos para o DM, os quais podem intensificar tais
efeitos.

Um alvo terapéutico para o tratamento do DM, utilizando probio6ticos
recombinantes, é o peptideo-1 semelhante ao glucagon (GLP-1, do inglés
Glucagon-like peptide-1) e seus analogos. O GLP-1 € um hormdnico com
importante acao hipoglicemiante produzido pelas células L do ileo distal e colon
em resposta a ingestao de nutrientes. Ele se liga a receptores de proteina G com
alta afinidade (GPCRs) localizados nas células beta pancreaticas e exerce
funcdo de biossintese e secrecao de insulina dependente de glicose e inibe a
secrecdo de glucagon. Também é responsavel pela reducdo da velocidade do
esvaziamento gastrico e do apetite, prolonga o periodo de saciedade poés-
prandial, diminuindo a necessidade de ingestado de alimentos e o0 peso corporal
de pacientes obesos diabéticos e melhora a sensibilidade a insulina, sem causar
hipoglicemia (Sun et al., 2019; Gao Z. et al, 2009; Holz et al., 2003; Knop et al.,
2003; Nauck et al., 1996; Willms et al., 1996). Contudo o GLP-1 natural tem uma
meia vida biologica extremamente curta, por ser inativado rapidamente pela
enzima dipeptidil-peptidase IV (DPP V), limitando sua aplicacdo como agente
terapéutico. Desta forma, foram elaborados analogos do GLP-1 que apresentam
0s mesmos efeitos benéficos que GLP-1, porém com uma meia vida mais longa,
como a sequéncia codificando dez repeticbes em tandem de GLP-1 de longa
acao (10laGLP-1) recombinante, expressa por Saccharomycescerevisiaee
resistente a DPP-IV (Jiang et al., 2019).

Conhecida por ser uma levedura metilotréfica da familia
Saccharomycetaceae, a Pichia pastoris, reclassificada no novo
género Komagataella como Komagataellaphaffii, tem sido utilizada como um

sistema de grande sucesso para a producdo de proteinas recombinantes
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(Nizoliet al., 2009; Dummer et al., 2009 A; Dummer et al., 2009 B; Siedler et al.,
2017). Pode ser caracterizada como probiotico, pois € inofensiva e capaz de
resistir a passagem pelo TGl in vitro e in vivo, e também apresenta atividade
antimicrobiana contra SalmonellaTyphimurium em camundongos (Francga et al.,
2015). Cunha (2016) realizou estudos para investigar os potenciais efeitos
probidticos de P. pastoris em camundongos Swiss imunossuprimidos (com
ciclofosfamida). Foram avaliadas a variacdo de peso, contagem de leucdcitos
totais, neutrdfilos e linfécitos e a seguranca da utilizacdo desta levedura em
imunossuprimidos. P. pastoris se mostrou segura para animais
imunossuprimidos e possuiu efeito protetor a hepatotoxidade da ciclofosfamida,
aumentou o peso dos animais e 0s protegeu da leucopenia e neutropenia.

P. pastoris tem sido usada para expressao de analogos de GLP-1 (Hou et
al., 2007; Chen et al., 2007; Gao et al., 2009; Zhou et al., 2008; Zhou et al., 2009;
Prabha et al., 2009; Huang et al., 2008; Qian, 2015; Dou et al., 2008), mas
somente como sistema de expressao heterdloga. Portanto, o objetivo do
presente estudo € avaliar P. pastoris como probidtico recombinante, avaliando
sua capacidade de liberar proteinas via mucosa, usando como proteina modelo
0 GLP-1 de longa acao (10laGLP-1), analogo do GLP-1 com atividade biolégica
mais duradoura, para o tratamento da diabetes tipo 2, em camundongos Swiss

com diabetes induzida por estreptozotocina e dieta rica em gordura e acucar.
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2 Hipoteses

Ha beneficios na utilizacdo de formulagdo contendo P. pastoris como
probidtico recombinante e sua capacidade de liberar proteinas via mucosa, e na
prevencao e/ou tratamento do DM2, tanto nos niveis de glicemia em jejum, como
nos testes de tolerancia a glicose oral e intraperitoneal. Também nos parametros
bioquimicos e estresse oxidativo em camundongos Swiss com DM induzida por

estreptozotocina.
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3 Revisao de literatura

Foi realizada busca de artigos nas seguintes bases de dados: Pubmed,
Medline, Periodicos Capes, Scielo, Google Académico, entre outros. Foram
pesquisados artigos publicados nos ultimos 12 anos, e ndo houve outros limites
nas buscas. A busca de artigos também foi feita através de checagem de
referéncias dos artigos consultados. Foram utilizadas combinagcbes dos
seguintes descritores: Recombinant Probiotic and Diabetes, Pichia pastoris and
Probiotic, GLP-1 and diabetes and treatment, Komagataellaphaffii, Komagataella
phaffii and Probiotic, Komagataellaphaffii and diabetes.
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4 Resultados e Impactos esperados

Espera-se que os camundongos com DM induzida por estreptozotocina e
dieta rica em gordura e em acucar, suplementados com a formulagédo contendo
o probiotico recombinante P. pastoris liberando GLP-1 de longa acéo (10laGLP-
1) apresentem melhora na hiperglicemia, nos testes de tolerancia a glicose oral
e intraperitoneal e nos parametros de estresse oxidativo e em outros parametros
bioquimicos.

Acredita-se que os resultados desse trabalho terdo impacto positivo no
tratamento e no manejo das complicacdes do DM, o que futuramente podera
impactar diretamente na saude do paciente diabético, melhorando assim seu
prognéstico e qualidade de vida.
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5 Objetivos

5.1 Objetivo geral

7

O objetivo do presente projeto é avaliar P. pastoris como probidtico

recombinante, avaliando sua capacidade de liberar proteinas via mucosa,

usando como proteina modelo o GLP-1 de longa ac¢éo (10laGLP-1), analogo do

GLP-1 com atividade biol6gica mais duradoura, para o tratamento da diabetes

tipo 2, em camundongos Swiss com diabetes induzida por estreptozotocina e

dieta rica em gordura e agucar.

5.2 Objetivos especificos

Avaliar P. pastoris como probiético recombinante para liberacdo mucosa
de proteinas terapéuticas ou antigenos vacinais, usando um plasmideo
de expressdo induzivel para a secrecdo de proteinas alvo, como
alternativa viavel a sintese quimica e a administracdo injetavel de
proteinas;

Avaliar, em camundongos Swiss com diabetes induzida por
estreptozotocina e dieta rica em gordura e acucar, o efeito de uma
formulacdo contendo P. pastoris como probiotico recombinante para
liberacdo mucosa do GLP-1 de longa acéo (10laGLP-1), sobre:

o Os niveis de glicemia de jejum;

o O teste de tolerancia a glicose oral e intraperitoneal;

o Outros parametros bioquimicos como aspartato aminotransferases
(AST), alanina aminotransferases (ALT), triglicerideos, colesterol
total e fracdes, creatinina e uréia, avaliando-se, assim, a atividade
benéfica desde probidtico recombinante sobre esses parametros;

o O consumo de alimentos e agua, a variagdo de peso corporal e a
conversdo alimentar dos animais no periodo;

o O estresse oxidativo, através da avaliacdo da peroxidacao lipidica
(determinacéo dos niveis de TBARS) e da avaliacdo da atividade
das enzimas antioxidantes catalase (CAT) e superéxido
dismutase (SOD) no figado, encéfalo e rins, avaliando-se, assim, a
atividade antioxidante deste probiético recombinante;

o A andlise histopatolégica do pancreas.
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6 Materiais e métodos

6.1 Probidticos e condicdes de cultivo

O microrganismo P. pastoris que sera utilizado nesse trabalho sera
proveniente do banco de microrganismos do Nucleo de Biotecnologia (CDTec-
UFPel).

Pichia pastoris liofilizado sera ressuspenso em solu¢éo salina, semeado
em placas contendo Agar Levedura, Peptona e Dextrose (YPD) e as placas
incubadas por 42 horas a 28°C. A seguir, 50 uL de uma suspensao contendo 3
a 5 colonias da levedura seréao adicionados a 70 mL de caldo YPD e os cultivos
serdo incubados em agitador orbital a 200 rpm, a 28°C, por aproximadamente 24
h. Ap6s, 70 mL dos in6culos seréo adicionados a 700 mL de caldo YPD e os
cultivos serdo incubados a 28°C sob agitacdo de 200 rpm durante 24h. As
concentragOes de P. pastoris serdo determinadas atraves de diluicdo decimal em
solucéo salina (NaCl 0,9%) estéril e contagem em placas contendo Agar YPD
(em UFC. mL™1).

6.2 Obtencao de P. pastoris recombinante transformada com plasmideo
codificando a sequéncia 10laGLP-1 (P. pastoris/ plasmideo-10laGLP-1)
com um promotor induzivel

A sequéncia de 10laGLP-1 (Jiang et al., 2019) sera desenhada no
software Vector NTI 11 (Invitrogen), sintetizada por uma empresa especializada
e clonada em vetor de expresséo induzivel segundo Green e Sambrook (2012).
Os plasmideos com 10laGLP-1 e sozinhos (controle) serdo avaliados em
eletroforese em gel de agarose e submetidos a analise de restricdo e
sequenciamento, e serdo transformados em células de P. pastoris competente
por eletroporacao. Para avaliar a expressao de 10laGLP-1, os transformantes de
P. pastoris recombinante contendo plasmideo/10laGLP-1 e somente o
plasmideo (controle) serdo cultivados em 10 mL de caldo YPD contendo
antibidtico para selecdo (pré-indculo). No dia seguinte, 9 mL de caldo YPD com
a mesma concentracdo de antibidtico serdo inoculados com 1 mL (10% do

volume final de cultivo) do pré-inéculo.
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6.3 Animais e delineamento do estudo

Os ensaios biolégicos do experimento com diabetes serdo desenvolvidos
no Biotério da Faculdade de Nutricdo da UFPel. Camundongos Swiss machos
com trés semanas de idade, procedentes do Biotério da Faculdade de Nutricdo
da UFPel, serdo mantidos em gaiolas em um ambiente controlado (temperatura,
umidade e luminosidade).

Ap6s, os camundongos Swiss serdo divididos em sete grupos, e tratados
por oito semanas como segue: 1) grupo controle, o qual ndo sofrera inducédo da
DM e nao sera suplementado com a formulacdo contendo P. pastoris; 2) grupo
P.pastoris, que ndo sofrerd inducdo da DM e sera suplementado diariamente
com a formulagdo contendo 10° UFC. mL* de P. pastoris/plasmideo por
gavagem; 3) grupo P.pastoris recombinante, ndo sofrera inducdo da diabetes e
serd suplementado diariamente com a formulacédo contendo 10° UFC. mL?! de
P. pastoris recombinante transformada com plasmideo codificando a sequéncia
10laGLP-1 (P.pastoris/plasmideo-10laGLP-1) por gavagem; 4) grupo
estreptozotocina, sofrera inducdo da DM por estreptozotocina e dieta rica em
gordura e em acglUcar e ndo sera suplementado com P.pastoris; 5) grupo
estreptozotocina + P. pastoris, sofrera inducdo de diabetes e sera suplementado
diariamente com a formulagdo contendo 10° UFC. mL™* de P. pastoris/plasmideo
por gavagem; e 6) grupo estreptozotocina + P. pastoris recombinante, sofrera
inducdo de diabetes e sera suplementado diariamente com a formulacéo
contendo 10° UFC. mL* de P. pastoris recombinante (P. pastoris/ plasmideo-
10laGLP-1) por gavagem; 7) Grupo tratado com metformina (sofrerdo inducéo
de diabetes e receberdo 300 mg. kg de peso corporal). Os animais que nao
forem induzidos com estreptozotocina serdo injetados com solugéo salina 0,9%
e 0s que nao receberem a formulacdo contendo P. p astoris receberéo solucéo
salina 0,9% por gavagem.

Os camundongos dos grupos com diabetes induzida (grupos com 14
animais cada) serdo alimentados com uma dieta rica em gordura e rica em
sacarose (composicao alimentar: 18% de banha, 20% de sacarose, 3% de leite
em po integral, 4% de gema de ovo e 55% de racdo basica) durante todo o
experimento. E os animais dos outros grupos serao alimentados com uma dieta

padrdo para roedores. Apds quatro semanas, camundongos dos grupos com
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DM induzida seréo injetados com estreptozotocina (100 mg. kg de peso, Sigma)
diluida em solucéo salina a 0,9%, via intraperitoneal (i.p), apés jejum de

12 horas, por trés dias consecutivos. Os camundongos tratados com
estreptozotocina receberdo solugcédo de glicose a 5% diluida em agua durante
24h apbs a inducdo da diabetes, a fim de prevenir a morte por choque
hiperglicémico. Trés dias ap0s o ultimo dia de indugdo do diabetes, amostras de
sangue dos animais seréo coletadas a partir da veia da cauda, para verificar a
glicemia apds 4 horas de jejum, através do sangue da veia da cauda usando um
glicosimetro digital Accu-Check Nano Performa (Roche, Brasil), a fim de
confirmar a inducéo da diabetes. Camundongos tratados com estreptozotocina
com glicemia de jejum > 11,1 mmol/ L serdo considerados como com DM2 (Jiang
et al., 2019) e animais com glicemia de jejum menor que 11,1 mmol/ L receberéo
injecéo bifasica de estreptozotocina (50 mg. kg de peso). A glicemia de jejum
sera medida novamente trés dias apds a segunda injecdo. Os animais que néo
receberem a formulacdo contendo P. pastoris e os que nao forem induzidos com
estreptozotocina receberdo solucéo salina 0,9% em substituicao.

A aparéncia clinica geral e a mortalidade de todos os grupos serao
observadas diariamente. O consumo de alimentos e agua e o peso corporal de
todos os grupos também serdo examinados durante o tratamento. Os niveis de
glicemia de jejum serdo medidos diariamente através do sangue da veia da
cauda usando o glicosimetro digital.

Apos oito semanas de tratamento (apds jejum de 12 horas), amostras de
sangue dos animais serdo coletadas a partir da veia da cauda, para verificar a
glicemia apo6s 12 horas de jejum. Os camundongos receberéo a Ultima gavagem
dos probidticos e serdo submetidos a um teste de tolerancia a glicose oral e
intraperitoneal. Amostras de sangue serdo coletadas da veia da cauda em
diferentes momentos apos a administracdo de glicose, e os niveis de glicose
sanguinea serdo medidos. E por fim, serd procedida a eutanasia através da
exsanguinacao por puncao cardiaca ap0s anestesia com isoflurano. Os animais
serdo colocados em caixas fechadas e expostos a algoddo embebido em
isoflurano. ApGs constatada a auséncia de reflexos, sera realizada a puncéo
intracardiaca para exsanguinacdo e a coleta de sangue em tubos contendo

heparina sédica. Se necessario, sera realizado o deslocamento
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cervical para constatacdo da morte do animal. Todos os esforcos serdo
realizados para diminuir o sofrimento dos animais. O procedimento sera feito em

sala especifica e isolada.

6.4 Teste detolerancia a glicose oral e intraperitoneal

O teste de tolerancia a glicose oral sera realizado conforme descrito por
CHEN et al. (2007) e o teste de tolerancia a glicose intraperitoneal sera realizado
conforme descrito por Liu et al. (2016). Camundongos receberao glicose (1,5 mg
de glicose/ g peso corporal) administrada por via oral através de um tubo de
gavagem e 2g/ kg dissolvida em &agua intraperitonealmente, respectivamente,
apos jejum de 12 horas. Glicemia sera medida com amostras de sangue da veia
caudal em 0, 15, 30, 60, 90, €120 min pos-administracao.

6.5 Variacao de peso corporal, consumo alimentar e de agua e conversao
alimentar dos animais

O consumo de alimentos e agua e o peso corporal de todos os grupos
também serdo examinados durante o tratamento. Para a avaliacdo da variacdo
de peso, 0s animais serdo pesados todos os dias. A média do consumo alimentar
sera avaliada através da subtracdo do peso da racéo oferecida inicialmente aos
grupos pela quantidade restante final, sendo determinada todos os dias. Para o
célculo do indice de converséo alimentar (ICA) por grupo nos periodos avaliados,
sera utilizada a equacao: ICA = média de consumo alimentar/média de ganho de
peso no periodo e, para obter-se o indice de eficiéncia alimentar (IEA) por grupo
nos periodos, sera utilizada a equacao: IEA

= média de ganho de peso/ média de consumo alimentar no periodo.

6.6 Andlises bioquimicas

O plasma sera obtido por centrifugacdo a 2000 g durante 10 min do
sangue coletado por puncdo cardiaca em tubos contendo heparina sodica e
utilizado para realizar as dosagens bioquimicas da aspartatoaminotransferase

(AST), alaninaaminotransferase (ALT), uréia, creatinina, colesterol total e
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fracOes, triglicerideos e glicose. A andlise bioquimica das amostras de plasma
sera realizada utilizando kits comerciais (Labtest, Brasil).

6.7 Atividade antioxidante

O figado, umrim e o encéfalo serdo rapidamente removidos em condi¢cdes
asseépticas, pesados e homogeneizados em 50 mM Tris/HCI, pH 7,4 (1/10, w/ v).
Os tecidos homogeneizados seréo centrifugados a 4000 g durante
10 min a 4 °C e o sobrenadante sera utilizado para o TBARS e para a avaliacao
da atividade das enzimas antioxidantes CAT e SOD.

Os niveis de TBARS serdo determinados como descrito por Ohkawa
(1979) no figado, rim e encéfalo. Um dos produtos finais da peroxidacéao lipidica,
omalondialdeido (MDA), servira como um indice da intensidade do estresse
oxidativo. MDA reage com acido tiobarbiturico e gera um produto colorido que
pode ser medido espectrofotometricamente a 532 nm. O nivel de TBARS sera
expresso em nmolMDA.g* do tecido.

A medida da atividade da enzima CAT envolve o consumo de perdxido de
hidrogénio (H20.) e sera determinada através de um espectrofotbmetro a 240
nm, de acordo com Aebi (1984). A atividade da enzima sera expressa em
unidades de UCAT.g* de proteina.

A medida da atividade da enzima SOD baseia-se na inibicdo da reacéo do
radical superéxido com adrenalina, como descrito por Misra e Fridovich (1972),
e sera detectada com um espectrofotdmetro a 480 nm. A atividade da enzima

seré expressa em U.g* de proteina.

6. 8 Analise histopatolégica do pancreas

O pancreas sera rapidamente removido em condi¢cdes assépticas, fixado
com10% de formalina e embebido em parafina. Secdes serdo cortadas e coradas
com hematoxilina. O grau de insulinite sera determinado de acordo com o
seguinte critério: sem insulinite (auséncia de infiltrac&o celular), peri- insulinite
(infiltragdo somente na periferia das ilhotas), insulinite suave (<50% da éarea
das ilhotas infiltrada) e insulinite severa (250% da area das ilhotas infiltrada)
(Liu et al., 2016).
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7 Aspectos Eticos

O estudo sera submetido & Comisséo de Etica em Experimentacdo Animal
da Universidade Federal de Pelotas (UFPel) e ocorrera de acordo com o0s
preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n® 6.899, de 15
de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle
de Experimentag&do Animal (CONCEA).



8 Cronograma do estudo

As atividades previstas devem ser desenvolvidas ao longo de 5 semestres, sendo desenvolvidas segundo o cronograma abaixo:

Semestres de Estudo 1/2020 2/2020 1/2021 2/2021 1/2022
Revisao Bibliografica X X X X X

Qualificacado do Projeto X

Obtencdo de P. pastoris recombinante transformada com plasmideo

X

codificando a sequéncia 10laGLP-1

Suplementacdo com a formulacdo contendo P.pastoris

Inducdo de DM com estreptozotocina nos camundongos correspondentes

Avaliacao da variacao de peso e ingestéao alimentar

Coleta de amostras de sangue dos animais para verificar a glicemia

Realizacéo de eutanasia e coleta de sangue por punc¢éo cardiaca

Andlise Bioquimica das amostras de plasma

Avaliacao do estresse oxidativo em tecido hepatico, cerebral e renal

Analise histopatologica do pancreas

Redacéo da dissertacdo e do artigo

X X| X| X| X| X| X| X| X| X

Defesa da Dissertacao
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9 Orcamento do projeto

Alguns materiais a serem utilizados para a execu¢ao do projeto serdo
comprados com recursos do PROAP do Programa de Pdés-Graduagdo em
Nutricdo e Alimentos-PPGNA e o restante sera fornecido pelo Laboratério de
Imunologia Aplicada (CDTec- UFPel).
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Relatorio do Trabalho de Campo

Devido & pandemia de COVID-19 e as restricfes de acesso ao laboratorio,
tornou-se inviavel a execuc¢ao do projeto original de dissertacao, que envolvia a
construcdo e avaliacdo de um probiodtico recombinante, impossibilitando sua
apresentacdo para a banca de qualificagdo. Em raz&o disso, foi proposto um
novo projeto envolvendo o mesmo probidtico, porém sem a etapa de
recombinacdo, com foco na investigacao do efeito do probiético em animais com
diabetes. Infelizmente, o experimento teve inicio em 2022, mas néo foi concluido
a tempo de utilizar seus resultados na realizacdo deste trabalho. Diante dessa
situacao, decidiu-se adotar um projeto que havia sido iniciado pela aluna Khadija
Massaut, mas nao foi concluido e incluido em sua dissertacéo. Esse projeto tinha
como objetivo avaliar o efeito do mesmo probidtico sobre a resposta imune de

animais imunossuprimidos, utilizando a técnica de ELISA indireto.

O periodo de aproximadamente um ano no laboratorio de Imunologia
Aplicada representou uma experiéncia extremamente enriquecedora para mim,
uma vez que, ao longo da minha trajetoria académica, nunca havia tido a
oportunidade de trabalhar em um laboratorio. Durante esse tempo, pude adquirir
um amplo conjunto de habilidades e conhecimentos, incluindo a realizacdo de
extracdo de DNA, cultivo de probidticos, expressao, quantificacédo e purificacao
de proteinas, SDS-PAGE, ELISA, Western-blot, atividades microbiolégicas,
experimentacdo animal, entre muitas outras atividades. Essa vivéncia pratica me
proporcionou um aprendizado significatvo e uma compreensdo mais
aprofundada das técnicas e metodologias utilizadas na area de imunologia

aplicada.

Durante a minha experiéncia na experimentacdo animal, adquiri
habilidades praticas relevantes no manejo de camundongos, incluindo técnicas
como gavagem, coleta de sangue, aplicacdo de injecdo intraperitoneal e
realizacdo de eutanasia. Essas competéncias foram fundamentais para a
conducéo dos estudos e permitiram-me obter amostras e realizar procedimentos
necessarios para a andlise dos dados. Além disso, adquirir esse conhecimento

sobre técnicas de manipulacdo e procedimentos éticos em experimentagao



animal foi essencial para garantir o bem-estar dos animais envolvidos nos

estudos.



Artigo

Efeito de Komagataella phaffi sobre os niveis de anticorpos em
camundongos imunossuprimidos com ciclofosfamida e vacinados com
antigenos recombinantes de Clostridium botulinum e Clostridium
perfringens.



Resumo

Probidticos podem potencializar a resposta imune dos seus hospedeiros, efeito
benéfico desejavel, principalmente para imunossuprimidos. Komagataella phaffii
vém demonstrando propriedades probiéticas, inclusive para animais
imunossuprimidos, onde os protegeu da leucopenia, neutropenia, peroxidacéo
lipidica e da hepatotoxidade induzidas pela ciclofosfamida (CF). Assim, o
objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito da suplementagdo com
Komagataella phaffii sobre os niveis de anticorpos, avaliados por ELISA indireto,
de camundongos Swiss imunossuprimidos com CF e vacinados, utilizando como
imunégenos modelos as proteinas recombinantes rD de Clostridium botulinum,
e rCPA-C e rCPB de Clostridium perfringens. Para isso, 36 camundongos
machos Swiss com 28 dias de idade (divididos em duas repeti¢cdes) foram dividos
em trés grupos: grupo somente vacinado (V), grupo imunossuprimido com CF
(250mg.kg™ em duas doses) e vacinado (CF + V) e grupo suplementado com
Komagataella phaffii, imunossuprimido com CF e vacinado (CF + K + V). Todos
0s animais dos trés grupos foram imunizados, via subcutanea, com uma unica
dose de uma vacina polivalente composta de 25 pg de cada uma das trés
proteinas recombinantes (rCPA-C, rCPB e rD), no dia 19, e animais do grupo CF
+ K + V receberam suplementacdo diaria, por gavagem, de 10® UFC de
Komagataella phaffii durante todo o experimento (47 dias). Animais nao
suplementados e ndo imunossuprimidos receberam solucdo salina pelas
mesmas vias e periodos. Os niveis de anticorpos estimulados pelos imunizantes
com cada uma das proteinas recombinantes foram avaliadas por ELISA indireto
(7, 14, 21 e 28 dias apOs a vacinacao). A suplementacdo com Komagataella
phaffii potencializou a resposta imune dos animais imunossuprimidos vacinados
com rD, visto que esses animais apresentaram niveis de IgG anti-rD superiores
aos de animais vacinados ndo suplementados, e gerou uma resposta imune mais
precoce. Entretanto, ndo influenciou na resposta imune de animais
imunossuprimidos vacinados com rCPA-C e rCPB. Assim, concluiu-se que
Komagataella phaffii pode potencializar a resposta imune humoral de animais
imunossuprimidos vacinados, entretanto a resposta parece ser imundgeno

especifica.



Palavras chaves: Probidticos, Pichia pastoris, imunomodulacdo, resposta
imune, ELISA indireto.



Abstract

Probiotics can enhance the immune response of their hosts, a desirable
beneficial effect, especially for immunosuppressed people. Komagataella phaffii
have demonstrated probiotic properties, including for immunosuppressed
animals, where it protected them from leukopenia, neutropenia, lipid peroxidation
and hepatotoxicity induced by cyclophosphamide (CF). Thus, the objective of the
present study was to evaluate the effect of supplementation with Komagataella
phaffii on the levels of antibodies, evaluated by indirect ELISA, of Swiss mice
immunosuppressed with CF and vaccinated, using as model immunogens the
recombinant proteins rD of Clostridium botulinum, and rCPA -C and rCPB from
Clostridium perfringens. For this, 36 male Swiss mice aged 28 days (divided into
two replicates) were divided into three groups: vaccinated-only group (V),
immunosuppressed group with CF (250mg.kg™ in two doses) and vaccinated (CF
+ V). and group supplemented with Komagataella phaffii, immunosuppressed
with CF and vaccinated (CF + K + V). All animals in the three groups were
immunized, subcutaneously, with a single dose of a polyvalent vaccine
composed of 25 ug of each of the three recombinant proteins (rCPA-C, rCPB and
rD), on day 19, and animals in the CF group + K + V received daily
supplementation, by gavage, of 108 CFU of Komagataella phaffii throughout the
experiment (47 days). Non-supplemented and non-immunosuppressed animals
received saline solution by the same routes and periods. The levels of antibodies
stimulated by the vaccines with each of the recombinant proteins were evaluated
by indirect ELISA (7, 14, 21 and 28 days after vaccination). Supplementation with
Komagataella phaffii potentiated the immune response of immunosuppressed
animals vaccinated with rD, as these animals had higher levels of anti-rD IgG
than vaccinated animals not supplemented, and generated an earlier immune
response. However, it did not influence the immune response of
immunosuppressed animals vaccinated with rCPA-C and rCPB. Thus, it was
concluded that Komagataella phaffii can potentiate the humoral immune
response of vaccinated immunosuppressed animals, however the response

seems to be specific immunogen.

Keywords: Probiotic, Pichia pastoris, immune response, indirect ELISA

immunomodulation.



1. Introducéo

A ciclofosfamida (CF) € um medicamento antineoplasico com
propriedades téxicas que pode matar células tumorais, permitindo o tratamento
de leucemias agudas e cronicas (ONCOGUIA, 2021; INCA, 2022), mieloma
multipla (Byrne et al., 2013), linfoma (Dorffel et al., 2013), doencas autoimunes
(DeZern et al., 2013; Aoki et al., 2013) e preparo do paciente para transplante de
medula 6ssea (Luznik & Fuchs, 2010; Brodsky, 2010). No entanto, a CF, um
agente antineoplasico do tipo alquilante de alta poténcia em terapias
imunossupressoras, inibe a divisdo celular e a sintese do DNA (UPTODATE,
2017; Teles et al., 2016; Ministério da Saude, 2014). Além disso, apresenta um

alto potencial toxico (Mccune et al., 2017) e é imunossupressora.

Os alimentos funcionais, como os probidticos, oferecem uma opc¢ao para
melhorar a qualidade de vida dos pacientes imunossuprimidos. Eles tém efeitos
benéficos, como fortalecer os mecanismos de defesa imunoldgica, melhorar as
condicdes fisicas e mentais, prevenir ou tratar doencas e promover uma melhoria
geral da saude (FAO, 2006; Boer, 2021).

Estudos tém demonstrado que os probioticos, organismos vivos que,
guando ingeridos em quantidades adequadas, trazem beneficios para a saude,
como melhoria do sistema imunologico e digestivo (FAO, 2006; Splichal et al.,
2019). Esses Dbeneficios também sdo observados em animais
imunocomprometidos pelo uso de ciclofosfamida (CF) (Salva et al., 2014). Salva
et al. (2014) observaram uma influéncia positiva dos probioticos na modulacao
do sistema imunoldgico de camundongos Swiss imunocomprometidos pela CF,
onde os grupos tratados com Lactobacillus apresentaram valores mais elevados
de leucdcitos e neutrofilos. Wei et al. (2007) também constataram que a
suplementacao de Lactobacillus rhamnousus ZY114 e colostro bovino melhorou
as funcdes do sistema imunoldgico em camundongos imunocomprometidos pela
CF. Além disso, estudos mostraram que Lactobacillus casei pode modular a
resposta imunoldgica, aumentando a propor¢édo de Thl para Treg e induzindo a
mudanca de classe de anticorpos em células B ativadas, o que resulta na
producéo de IgG, IgA ou IgE (Wang et al., 2013; Fu et al., 2020). No entanto,

Bujalance et al. (2007) n&o encontraram efeito de modulacdo da



imunossupresséo induzida pela CF com o uso de Lactobacillus plantarum em

camundongos BALB/c, indicando a necessidade de mais estudos sobre o tema.

As clostridioses sao infeccbes causadas por diferentes espécies de
Clostridium spp., afetando humanos e animais e resultando em uma variedade
de sintomas. Algumas espécies comumente associadas incluem Clostridium
botulinum (causador do botulismo), Clostridium difficile (causa diarréia associada
a antibidticos e colite pseudomembranosa), Clostridium tetani (causa tétano) e
Clostridium perfringens (associado a infec¢cdes de tecidos moles, gangrena
gasosa e gastroenterite). Paciente imunossuprimidos estdo particularmente
propensos a complicacdes graves de clostridioses (Mandell et al., 2020; Sartelli
etal., 2014; WHO, 2018).

Antigenos recombinantes de espécies patogénicas do género Clostridium
geram altos niveis de anticorpos, mostrando potencial como imunizantes
(Ferreira et al., 2019; Moreira et al., 2020; Rodrigues et al., 2021). Estudos
demonstraram que toxina a recombinante de Clostridium perfringens (rCPA)
induziu altos titulos de anticorpos em coelhos e ovinos (Ferreira et al., 2019), e
a neurotoxina botulinica D de Clostridium botulinum (rBONT-D) também gerou
altos niveis de anticorpos em coelhos, ovinos e bovinos (Moreira et al., 2019).

Por isso, esses imunizantes foram utilizados neste estudo.

A Komagataella phaffi, anteriormente conhecida como Pichia pastoris, é
uma levedura metilotréfica utilizada com sucesso na producdo de proteinas
recombinantes para vacinas em larga escala (Nizoliet al., 2009; Dummer et al.,
2009 A; Dummer et al., 2009 B; Siedler et al., 2017). Ela se destaca por seu
crescimento a partir de residuos de baixo custo e meios de cultura simples,
permitindo sua producéao industrial em larga escala (Gil de los Santos, 2012; Gil
de los Santos, 2018). Além disso, estudos demonstraram que a Komagataella
phaffi possui caracteristicas probidticas, sendo segura, capaz de resistir ao trato
gastrointestinal e apresentando efeitos benéficos, como melhora da conversdo
alimentar e aumento do ganho de peso em frangos de corte (Gil de Los Santos
et al., 2012). Também mostrou efeito antimicrobiano contra Salmonella
Typhimurium em camundongos (Franca et al., 2015). Estudos adicionais
investigaram os efeitos probidticos da Komagataella phaffi em animais

imunossuprimidos com CF, mostrando sua seguranca e capacidade de protecao



contra danos induzidos pelo medicamento, melhorando paréametros como

converséao alimentar e ganho de peso (Cunha, 2016; Massaut, 2018).

Entretanto, efeitos da Komagataella phaffii sob a resposta de anticorpos gerada
por antigenos vacinais em animais imunossuprimidos nao foram avaliados.
Desta forma, o presente estudo tem por objetivo avaliar o efeito da
suplementacdo com o probidtico Komagataella phaffi sobre os niveis de
anticorpos, avaliados por ELISA indireto, em camundongos Swiss
imunossuprimidos com CF e vacinados, utilizando como imunégenos modelos a
neurotoxina D de Clostridium botulinum (Bont-D) recombinante (rD), o dominio
C-terminal da toxina alfa (rCPA-C) e a proteina beta integral (rCPB) de

Clostridium perfringens.

2. Materiais e Métodos

2.1. Probiotico e condi¢cdes de cultivo

A levedura Komagataella phaffi utilizada neste estudo foi proveniente do
banco de microrganismos do Nucleo de Biotecnologia (CDTec-UFPel). A
levedura congelada, suspensa em glicerol a 80%, foi semeada em duplicata em
recipiente erlenmeyer contendo 10ml de meio de cultura Yest Malt Broth (YM), e
incubada por 24h a 28°C. Em seguida, esse cultivo foi homogeneizado em outro
recipiente contendo 90mL de meio YM (etapa realizada em duplicata) e incubado
novamente nas mesmas condi¢des. O cultivo foi centrifugado inicialmente a
700rpm sob refrigeracéo de 4°C por 10 minutos para separar o pellet do meio e,
apos, o pellet foi lavado duas vezes com 300mL de solucéo salina (NaCl 0,9%)
por meio da centrifugacdo nas mesmas condicbes. A concentracdo de
Komagataella phaffi foi determinada através da diluicio em série decimal do
cultivo em solucéo salina estéril e da contagem das unidades formadoras de
col6nia por mililitro (UFCs.mL™) em placas contendo meio YM, apGs a incubacéo

das mesmas a 37°C por 24h.



2.2. Suplementagdo dos animais com o probiotico Komagataella
phaffi

Os animais dos grupos suplementados com Komagataella phaffi
receberam uma dose diaria de 108 UFC da levedura diluida em 100pL de solugéo
salina por gavagem por 47 dias, do dia 1 ao dia 47, ou seja, durante todo o
periodo do experimento. Os animais do grupo somente vacinado (V) e do grupo
imunossuprimido com CF e vacinado (CF + V), ou seja, que nado foram
suplementados com Komagataella phaffi, receberam o mesmo volume de
solucéo salina pela mesma via e periodo, no intuito de simular os mesmos niveis

de estresse.

2.3. Imunossupressao induzida por CF

A imunossupressao induzida por CF foi realizada de acordo com o modelo
descrito por Zuluaga et al. (2006). A infusdo de CF foi realizada via intraperitoneal
e o tratamento foi realizado em dois momentos. A primeira dose de CF ocorreu
no dia 15 do estudo, quando foi aplicada em cada animal dos grupos
imunossuprimidos com CF uma injecdo de 150mg.kg™" de peso de CF diluida em
solucéo salina. No dia 18 do estudo, ou seja, trés dias depois da 12 dose, a
segunda dose foi aplicada com 100mg.kg™ de peso, totalizando uma dosagem
de 250mg.kg™ de CF por animal. Os animais do grupo somente vacinado (V) ,
ou seja, que ndo foram imunossuprimidos por CF, receberam 0 mesmo volume
de solucéo salina pela mesma via e hos mesmos dias, no intuito de simular os

mesmos niveis de estresse.

2.4. Antigenos Vacinais

Foram utilizados como modelos de antigenos vacinais as proteinas
recombinantes dominio C-terminal da toxina alfa (rCPA-C) e proteina beta
integral (rCPB) de Clostridium perfringes e a neurotoxina botulinica do sorotipo
D (rD) de Clostridium botulinium. As mesmas proteinas foram utilizadas para
sensibilizar as placas no ELISA indireto, para a avaliacdo da resposta imune

humoral.

Para a expressdo das proteinas heterélogas foram utilizadas células

previamente preparadas de E. coli BL21 (DE3) Star™ (Invitrogen),



transformadas por choque térmico com os vetores pET28a/D, pET28a/cpa-c e
pAE/cpb (Milach et al., 2012; Salvarani et al., 2013; Moreira et al., 2016; Moreira
et al., 2020). ApGs a transformacédo, as bactérias foram cultivadas em um pré-
in6culo com 10mL de caldo LB (10g triptona, 5g de extrato de levedura, 10g
NaCl: volume final 1L, pH 7,0) contendo 100ug/mL de canamicina e ampicilina,
mantidos em agitador orbital (37°C, 180rpm) overnight. No dia seguinte, 50mL
de caldo LB com a mesma concentracdo de canamicina e ampicilina foram
inoculados com 5mL (10% do volume final do cultivo) de pré-indculo. No terco
final da fase logaritmica de crescimento (DO¢0,0,6 a 0,8), a expressdo das
proteinas heterélogas ocorreu pela adicdo de 0,5mM de isopropil B-D-

thiogalactopyranoside (IPTG) por 3h.

Para a avaliacdo da expressédo, uma aliquota de 1mL de cada cultivo apés
a indugcdo por 3h com IPTG foi coletada, centrifugada (13.000rpm, 1min)e
preparada para eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil-sulfato de
sodio (SDS-PAGE). Para o preparo das amostras, os pellets foram suspensos
em 80uL de agua milliQ e 20uL de tampao de amostra 5x (250mM Tris pH 6,8;
1% (w/v) SDS; 50% (v/v) glicerol; 5% (v/v) B-mercaptoetanol; 0,15g azul de
bromofenol) e as amostras aquecidas a 100°C por 10 minutos. As amostras
foram aplicadas cada uma em dois geis de poliacrilamida 12% e apos a
eletroforese, um gel com cada proteina foi corado com Coomasie blue e o outro
submetido a Western blot usando como anticorpo secundario anticorpo anti-

histidina conjugado com peroxidase.

Apbs a confirmacao da expressao por SDS-PAGE, o restante dos cultivos
foram centrifugados (10.000 rpm, por 10min a 4°C), os pellets celulares foram
suspensos em tampao Akta Wash (200mM NaH2PO4, 0,5M NaCl e 5mM
imidazole, pH 8,0) acrescido de lisozima (100ug/mL), as suspencfes foram
incubados por 1h a 37°C, sonicadas (6 ciclos de 30 segundos a 60Hz) e
centrifugadas novamente (10.000rpm, por 15min a 4°C). Os sobrenadantes,
contendo a fracéo sollvel das proteinas, foram armazenados a -20°C. Os pellets
dos lisados celulares foram lavados com PBS acrescido de 0,05% de Triton x100
por trés vezes e, por fim, suspensos em tampao Akta Wash com 8M de uréia e

mantido sob agitacdo por 16h a 4°C. Apos foi realizado uma nova corrida em gel



de poliacrilamida 12% a partir das proteinas contidas nos sobrenadantes e as
suspendidas em uréia para avaliagdo da solubilidade.

A purificacdo das proteinas foi realizada por cromatografia de afinidade.
Apdés, foi realizado dialise para remocéo da uréia contida nas proteinas na forma
de corpo de inclusdo e as proteinas foram quantificadas por ensaio de BCA
(THERMO FISCHER SCIENTIFIC, 2023) e submetidas a a Western blot usando

como anticorpo secundario anticorpo anti-histidina conjugado com peroxidase.

2.5. Vacinagéo

Todos os animais dos trés grupos foram imunizados, via subcutanea com
uma unica dose de 200ul de uma vacina polivante composta de 25ug de cada
uma das trés proteinas recombinantes (rCPA-C, rCPB e rD) diluidas em solucéo
salina estéril 0,9% acrescidas de 15% adjuvante hidréxido de aluminio, no dia 19
(19 dias apds o inicio da suplementacéo diaria dos animais com 108 UFC.mL™
do probidtico Komagataella phaffi e um dia apds a 22 dose de imunossupressao
com CF).

2.6. Animais e delineamento do estudo

Foram utilizados 36 camundongos Swiss (n=36) machos com 28 dias de
idade, divididos em duas repeticbes (contendo n=12 na primeira n=24 na
segunda), todos provenientes do Biotério Central da UFPel. Todos os animais
receberam dieta padréo para roedores e agua esterilizada ad libitum. Os animais
foram mantidos em gabinetes 27x19x20cm, comedouro tipo tinel e bebedouro
de polipropileno com capacidade para 500mL contendo um maximo de cinco
camundongos por gabinete com temperatura de 22-24°C, umidade relativa de
65-75% e ciclos de luz e escuriddo de 12h. Os ensaios biolégicos foram

desenvolvidos no Biotério Central da UFPel.

Em cada repeticdo, os animais foram randomizados e divididos em trés
grupos: grupo somente vacinado (V), grupo imunossuprimido com CF e vacinado
(CF + V) e grupo suplementado com Komagataella phaffi, imunossuprimido com
CF e vacinado (CF + K + V).



A suplementacdo diaria de 108UFC.mL™ do probidtico por gavagem dos
animais dos grupos iniciou 15 dias antes da primeira inje¢do de CF e continuou

até o final do experimento (dia 47).

No 15° e 18° dia foram realizadas as imunossupressodes induzidas por CF
nos grupos CF + V e CF + K + V, onde os animais receberam duas inje¢oes de
CF (dose total de 250mg/kg™). Foram coletadas amostras de sangue de todos
0s animais antes da vacinacado e 7, 14 21 e 28 dias apés a vacinagao, através
da veia facial, conforme os Principios Eticos na Experimentagdo Animal
adotados pelo COBEA.

E no dia 45, todos animais foram submetidos a eutanasia apos jejum de
6 horas e anestesia com isoflurano. A eutanasia foi realizada pelo procedimento
de exsanguinacao por punc¢ao cardiaca, bem como os demais procedimentos
com animais seguiram os principios éticos estabelecidos pelo Colégio Brasileiro
de Experimentagédo Animal — COBEA (DOU, 2016). O projeto foi aprovado pelo

Comissao de Etica no Uso de Animais da UFPel sob o nimero de parecer 6974.

2.7. Avaliacdo da resposta imune humoral por ELISA indireto

Os niveis de anticorpos estimulados pelos imunizantes, antes da
vacinacao e 7, 14 21 e 28 dias apés a vacinacdao com cada uma das proteinas
recombinantes foram avaliados por ELISA indireto. Inicialmente, foi realizada
uma padronizacao de ELISA indireto, avaliando-se diferentes concentracdes dos
antigenos e diluicbes dos soros e conjugados. ApOGs a determinacdo das
melhores condi¢cdes, microplacas (Nunc-Immuno Micro Well MaxiSorp) foram
sensibilizadas com 200, 400 e 800ng/poc¢os dos antigenos recombinantes rCPA-
C, rCPB e rD, respectivamente, diluidos em tampéo carbonato-bicarbonato, pH
9,6 (100uL/pogo) e incubadas por 18h, a 4°C. Posteriormente, as placas foram
incubadas (por 1h a 37°C) com 100uL/poco de solucdo de bloqueio (PBS-T +
5% wi/v de leite em p6 desnatado). Apds a lavagem com PBS-T, as placas foram
incubadas (100uL/poco) com soros dos animais diluidos em PBS-T (1:200;
1:400; e 1:800, respectivamente), a 37°C por 1h. Por fim, 100uL/pogo de
anticorpo secundario anti-lgG de camundongo conjugado com peroxidase
(Sigma Aldrich) nas diluicdes 1:4000,1:8000 e 1:4000, respectivamente, foram

adicionados e as placas incubadas por 1h a 37°C. A cada etapa as placas foram



lavadas 3 vezes com PBS-T. Finalmente, uma solucdo de revelacdo contendo
tampéo citrato fosfato (0,1M, pH 4,0), o-fenilenodiamina (0,4mg/mL) e 0,1% (v/v)
de H>0O,, foi adicionada e as placas foram incubadas a temperatura ambiente
durante 15 minutos no escuro antes da adicdo da solugcdo STOP de &cido
sulfarico 2N (50uL/pogo). A leitura foi realizada em leitor de microplacas
(Biochrom EZ Read 400) calibrado com absorbéncia de 492nm. Foram utilizados
como controles positivo e negativo a proteina rETX, uma proteina épslon
recombinante de C.perfringens, com os soros dos animais que foram vacinados

com a rETX e dos animais ndo vacinados, respectivamente.

2.8. Andlises estatisticas

Os dados obtidos através da pesquisa foram digitados no Microsoft Office
Excel® e apos foi utilizado o programa Graphpad Prism 7.0®, para analises
estatisticas, através dos testes: Two-way Anova e Tukey para correlacdo de
variancia entre os grupos. Os dados foram apresentados como razdo, medias e

desvio-padréo.



3. Resultados

3.1. Expresséo dos Antigenos Vacinais

Foram obtidas 596ug/mL, 447ug/mL e 432ug/mL das proteinas
recombinantes rCPA-C, rCPB e rD, respectivamente, apds a expressao em E.
coli BL21 (DE3) Star, purificagdo por cromatografia de afinidade, didlise para
remocdo da uréia contida nas proteinas na forma de corpo de inclusao e

quantificagéo (Figura 1).

kDa M 1 2 3 4

rCPA-C

rCPB-C

rCPB

rD

Figura 1. Eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil- sulfato de sédio (SDS-PAGE). e
Western blot de rCPA-C, rCPB-C, rCPB e rD usando como anticorpo secundario anticorpo
anti-histidina conjugado com peroxidase. (M) — Marcador Thermo Scientific Pré-corado; (1)
SDS-PAGE do extrato celular total apés expressdo em E. coli BL21 (DE3); (2) Western blot
do extrato celular total apds expressdo em E. coli BL21 (DE3); (3) Western blot do
sobrenadante de lise (proteina soluvel); (4) Western blot dos corpos de inclusé@o (proteinas

insoluveis).

3.2. Avaliagdo daresposta imune humoral por ELISA indireto

As melhores condi¢cfes para a avaliacdo da resposta imune humoral dos

animais por ELISA indireto, ou seja, para a avaliacdo dos niveis de anticorpos



estimulados pelos antigenos recombinantes rCPA-C, rCPB e rD, estabelecidas
na padronizacdo de ELISA foram: sensibilizagéo das microplacas com 200, 400
e 800ng/pocos dos antigenos recombinantes rCPA-C, rCPB e 1D,
respectivamente, diluidos em tampao carbonato-bicarbonato, pH 9,6; soros dos
animais diluidos 1:200; 1:400; e 1:800, respectivamente, em PBS-T; e anticorpo
secundario anti-IgG de camundongo conjugado com peroxidase diluido 1:4000,
1:8000 e 1:4000, respectivamente, em PBS-T.

3.2.1. Avaliacéo da resposta imune humoral induzida por rD
por ELISA indireto

A suplementacdo com Komagataella phaffi potencializou a resposta
imune de anticorpos IgG anti-rD de animais imunossuprimidos vacinados, pois
gerou niveis de anticorpos significativamente maiores no dia 14 apos a
vacinacdo em comparagdo com os niveis dos animais somente vacinados, na
primeira repeticdo (Figura 2A), e nos dias 21 e 28 ap0s a vacinagdo em
comparagcdo com o0s niveis dos animais imunossuprimidos vacinados, na
segunda repeticao, sendo que no dia 21, os niveis de anticorpos também foram
significativamente maiores do que os dos animais somente vacinados (Figura
2B).

Além disso, na primeira repeticdo, o aumento significativo dos niveis de
anticorpos gerado pela suplementacdo com Komagataella phaffi dos animais
imunossuprimidos foi mais precoce, nos dias 14 e 21, em comparag¢ao com antes
da vacinacao, enguanto que nos animais somente vacinados, ocorreu no dia 28,
em comparacdo com antes da vacinacdo e com os dias 7 e 14. Ja animais
imunossuprimidos vacinados apresentaram aumento significativo somente no
dia 14, em comparacao com o dia 7 (Figura 2A). E na segunda repeticdo, animais
do grupo suplementado com Komagataella phaffi, imunossuprimido com CF e
vacinado apresentaram aumento significativo dos niveis de anticorpos IgG anti-
rD no dia 21, em comparacao com antes da vacinag¢do e com o dia 7; e no dia
28, em comparacao com antes da vacinacdo. Ja os animais somente vacinados
apresentaram aumento significativo dos niveis de anticorpos no dia 21, em

comparagao com antes da vacinagao e com o dia 7; e no dia 28, em comparacao



com antes da vacinagao e com todos os dias avaliados (dias 7, 14 e 21) (Figura
2B).

Foram observados também, no dia 14 apds a vacinacdo na primeira
repeticdo, niveis de anticorpos significativamente maiores nos animais
imunossuprimidos vacinados em comparagdo com 0S animais somente
vacinados (Figura 2A). Ja na segunda repeticdo, foram observados, no dia 28
apos a vacinacao, niveis de anticorpos significativamente maiores nos animais
do grupo somente vacinado em comparacdo com 0S animais do grupo

imunossuprimido vacinado (Figura 2B).
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Figura 2. Efeito da suplementagdo com o probidtico Komagataella phaffi sobre os niveis de anticorpos anti-rD,

avaliados por ELISA indireto, em camundongos Swiss imunossuprimidos com CF e vacinados com a proteina



recombinante rD de Clostridium botulinum.V: grupo somente vacinado; CF + V: grupo imunossuprimido com CF e
vacinado e CF + K + V: grupo suplementado com Komagataella phaffi, imunossuprimido com CF e vacinado. A.
Primeira repeti¢c&o;*:grupo CF + K + V versus grupo V no dia 14 ap6s a vacinagao (p=0,0022); **: grupo CF + V versus
grupo V no dia 14 apés a vacinagéo (p=0,0176); a: Grupo CF + K + V, coletas dos dias 14 e 21 versus coleta do dia
0 (p= 0,0037 e p=0,0052, respectivamente); B: Grupo CF + V, coleta do dia 14 versus coleta do dia 7 (p=0,014); u:
Grupo V, coleta do dia 28 versus coletas dos dias 14 (p=0,091) 7 (p=0,0119) e 0 (p= 0,0084); B. Segunda repeti¢éo.
8: grupo CF + K + V versus grupo V no dia 21 ap6s a vacinagéo (p=0,0329); £ grupo CF + K + V versus grupo CF +
V no dia 21 ap6s a vacinagéo (p=0,0086); ¥: grupo CF + K + V versus grupo CF + V no dia 28 ap6s a vacinagéo
(p=0,0062); «: grupo V versus grupo CF + V no dia 28 apés a vacinagéo (p<0,0001);y: Grupo CF + K + V, coletas do
dia 21 versus coletas dos dias 7 e 0 (p=0,0438 e p=0,0002, respectivamente), e coleta do dia 28 versus coleta do dia
0 (p= 0,0103); &: Grupo V, coleta do dia 28 versus coletas dos dias 21 (p=0,0067), 14 (p<0,0001) 7 (p<0,0001) e O
(p<0,0001), e coleta do dia 21 versus coleta do dia 7 (p=0,0238) e 0 (p= 0,02).

3.2.2. Avaliagéo daresposta imune humoral induzida por
rCPA-C por ELISA indireto

Na primeira repeticdo, os niveis de anticorpos dos animais do grupo
suplementado com Komagataella phaffi, imunossuprimido com CF e vacinado
apresentaram aumento significativo dos niveis de anticorpos IgG anti-rCPA no
dia 28, em comparacao com antes da vacinacdo e com o dia 7. Entretanto, a
suplementacdo com Komagataella phaffi ndo influenciou na resposta imune dos
niveis de anticorpos IgG anti-rCPA de animais imunossuprimidos vacinados, pois
0 mesmo aumento ocorreu com 0S animais dos grupos somente vacinados e
imunossuprimidos vacinados, sendo que no grupo dos animais
imunossuprimidos vacinados, esse aumento significativo da resposta imune ja
ocorreu também no dia 21, e ndo houve diferenca significativa nos niveis de
anticorpos entre os grupos em nenhum dos dias avaliados apés a vacinacéo, em
ambas as repeticdes (Figura 3A). E na segunda repeticdo, apenas os animais do
grupo somente vacinado apresentaram aumento significativo dos niveis de
anticorpos no dia 21 (mas somente neste dia), em comparacdo com antes da
vacinacdo e com os dias 7 e 14 e os animais do grupo imunossuprimido vacinado
apresentaram aumento significativo da resposta imune somente no dia 28, em

comparacao com antes da vacinagdo e com o dia 7 (Figura 3B).
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Figura 3. Efeito da suplementag@o com o probiético Komagataella phaffi sobre os niveis de anticorpos anti-CPA-C,
avaliados por ELISA indireto, em camundongos Swiss imunossuprimidos com CF e vacinados com a proteina
recombinante rCPA-C de Clostridium perfringens. V: grupo somente vacinado; CF + V: grupo imunossuprimido com
CF e vacinado e CF + K + V: grupo suplementado com Komagataella phaffi, imunossuprimido com CF e vacinado. A.
Primeira repeticéo; a: Grupo CF + K + V, coleta do dia28 versus coleta do dia7 (p= 0,0366); B: Grupo CF + V, coletas
dos dias 28 e 21 versus coletas dos dias 7 (p=0,0002 e p=0,0103, respectivamente) e 0 (p=0,0004 e p=0,0158,
respectivamente); W: Grupo V, coleta do dia 28 versus coletas dos dias 7 (p= 0,0413) e 0 (p=0,0142); B. Segunda
repeti¢do. x: Grupo CF + V, coleta do dia 28 versus coletas dos dias 7 e 0 (p=0,0112 e p= 0,003, respectivamente); 5:
Grupo V, coleta do dia 21 versus coletas dos dias 14 (p=0,003), 7 (p=0,0017) e 0 (p=0,0213).



3.2.3. Avaliagdo da resposta imune humoral induzida por
rCPB por ELISA indireto

A suplementacdo com Komagataella phaffi ndo influenciou na resposta
imune de anticorpos IgG anti-rCPB de animais imunossuprimidos vacinados,
pois na primeira repeticdo, ndo houve diferenca significativa nos niveis de
anticorpos entre os grupos em nenhum dos dias avaliados apds a vacinagao
(Figura 4A), e na 22 repeticdo, a vacinag¢do dos animais gerou, no dia 28 apos a
vacinagdo, niveis de anticorpos IgG anti-rCPB significativamente maiores
somente nos animais imunossuprimidos vacinados, em compara¢cdo com oS

animais somente vacinados (Figura 4B).

Além disso, a suplementacdo com Komagataella phaffi ndo aumentou os
niveis de anticorpos IgG anti-rCPB gerados de animais imunossuprimidos
vacinados no decorrer das coletas, em ambas as repeticbes, pois ndo foram
observadas diferencas significativas nos niveis de anticorpos dos animais do
grupo suplementado com Komagataella phaffi, imunossuprimido com CF e
vacinado em nenhum dos dias avaliados ap0s a vacinacéo, assim como do grupo
somente vacinado na segunda repeticdo. Entretanto, animais imunossuprimidos
vacinados apresentaram aumentos significativos dos niveis de anticorpos no dia
28, em comparacdo com antes da vacinacdo e com o dia 7, em ambas as
repeticdes, e também no dia 21, na segunda repeticdo (Figura 4A e B). E
animais vacinados apresentaram aumento significativo da resposta imune
somente no dia 28, em comparacao com antes da vacinacdo e com os dias 7 e

14, na primeira repeticdo (Figura 4A).
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Figura 4. Efeito da suplementagdo com o probiético Komagataella phaffi sobre os niveis de anticorpos anti-rCPB,
avaliados por ELISA indireto, em camundongos Swiss imunossuprimidos com CF e vacinados com a proteina
recombinante rCPB de Clostridium perfringens. V: grupo somente vacinado; CF + V: grupo imunossuprimido com CF
e vacinado e CF + K + V: grupo suplementado com Komagataella phaffi, imunossuprimido com CF e vacinado. A.
Primeira repeti¢cao B: Grupo CF + V, coleta do dia 28 versus coletas dos dias 7 (p=0,004) e 0 (p=0,007), e coleta do
dia 21 versus coletas dos dias 7 (p=0,0178) e 0 (p=0,0316); p: Grupo V, coleta do dia 28 versus coletas dos dias 14
(p=0,0448), 7 (p=0,035) e 0 (p=0,0223); B. Segunda repetigdo. «: grupo CF + V versus grupo V no dia 28 apds a
vacinagao (p=0,0034); x: Grupo CF + V, coleta do dia 28 versus coletas dos dias 7 (p=0,0048) e 0 (p=0,0089).



4. Discussao

Os resultados indicam que a administracdo continua de Komagataella
phaffii pode modular a resposta imune em animais imunossuprimidos. Embora o
mecanismo especifico de acdo da Komagataella phaffi ndo tenha sido
elucidado, estudos sugerem que certos probioticos podem exercer efeito
imunomodulador no primeiro contato com o antigeno da vacina, estimulando
células de memoria que respondem de forma mais eficiente a encontros
posteriores com o antigeno (Ross et al., 2012). Neste estudo, avaliamos o efeito
do probidtico em apenas uma dose vacinal, indicando que Komagataella phaffii
pode atuar de forma eficaz na resposta imune, mesmo sem o estimulo de células
de memoria de multiplas doses vacinais. Com base em nossos resultados, a
suplementacdo com Komagataella phaffi no momento da primeira dose da
vacina é importante tanto para modular a resposta imune contra o antigeno em

animais saudaveis quanto em animais com imunossupressao induzida por CF.

Constantemente, sdo desenvolvidos antigenos vacinais visando melhorar
a efetividade da resposta imune nas espécies-alvo. No entanto, além da
atividade vacinal em si, o uso de dietas nutritvas e compostos bioativos
desempenha um papel crucial, fornecendo maior fonte energética, proteinas e
atividade imunomoduladora, que contribuem para o bem-estar e protecéo contra
diversas infec¢des (Bujalance et al., 2007; Gil de los Santos, 2012; OPAS, 2021).

Os resultados deste estudo confirmam evidéncias na literatura de que
certos probioticos podem aumentar ou modular a resposta imune (Gil de los
Santos e Gil-Turnes, 2005; Bujalance et al., 2007). Estudos mostraram que a
suplementacao da dieta com probidticos, mesmo em diferentes espécies, pode
aumentar as respostas imunes contra varios antigenos. Komagataella phaffii,
embora pouco explorada, pode ser uma fonte alternativa promissora de
probiéticos com efeitos imunomoduladores (Cunha, 2016). Gil de los Santos et
al. (2012) demonstraram que Komagataella phaffi KM71H aumentou a
soroconversao de anticorpos contra a toxina CPA de C.perfringens em animais
suplementados. Gaboardi et al. (2019) observaram um aumento de até 76% na
resposta antigénica em soros de aves imunizadas e suplementadas com

Komagataella phaffii em comparacdo com o controle, enquanto Kasmani et al.



(2012) relataram um aumento de até 82% no titulo de anticorpos quando
Brevibacillus laterosporus foi incluido na dieta de codornas. No entanto, o
potencial imunomodulador de Komagataella phaffi em animais

imunossuprimidos ainda n&o havia sido avaliado.

Os resultados obtidos neste estudo complementam as descobertas de
Cunha (2016) e Massaut (2018), que demonstraram a seguranc¢a da utilizagao
de Komagataella phaffiiem animais imunossuprimidos, bem como sua influéncia
positiva nas contagens de leucécitos totais, neutréfilos e linfocitos, além da
reducdo da peroxidacao lipidica. Em geral, Komagataella phaffii demonstrou
efeitos protetores contra a hepatotoxicidade da CF, promovendo aumento de
peso dos animais e melhorando a eficiéncia alimentar. Além disso, a levedura
proporcionou protecdo contra a leucopenia, neutropenia e reducdo da
peroxidag&o lipidica nos rins e cérebro dos animais, bem como preveniu lesdes
renais (Cunha, 2016; Massaut, 2018).

Ja foram observadas divergéncias quanto a influéncia dos probiéticos na
modulacdo da resposta imune em camundongos imunocomprometidos pela
aplicacdo de CF. Enquanto Bujalance et al. (2007) relataram que Lactobacillus
plantarum néo teve efeito na modulacédo da imunossupressao induzida pela CF,
evidenciando a necessidade de investigacdes adicionais sobre o assunto, Salva
et al. (2014) demonstraram que o0s grupos tratados com Lactobacillus
rhamnousus ZDY114 apresentaram valores mais elevados de leucécitos e

neutrofilos, destacando os beneficios desse probidtico na resposta celular.

O emprego de probidticos na suplementacdo de animais ndo parece
apresentar influéncia sob a resposta imune gerada por todo produto antigénico
e alguns autores mostraram que probidticos podem ter efeitos
imunomoduladores dependendo das propriedades do imundgeno e do adjuvante

empregado.

No presente estudo, a suplementacdo da levedura Komagataella phaffii
nao demonstrou atividade imunomoduladora em animais imunossuprimidos e
vacinados com rCPA-C, o principal fator relacionado a doencas entéricas em
aves (Dahiya et al., 2006; Thompson et al., 2006). Embora os niveis de

anticorpos tenham aumentado significativamente no grupo suplementado no dia



28, em comparac¢ao com antes da vacinagédo e com o dia 7, a suplementacao
nao influenciou na resposta imune dos animais imunossuprimidos imunizados.
Além disso, ndo houve diferenca significativa nos niveis de anticorpos entre os
grupos em nenhum dos dias avaliados apds a vacinacdo, contrariando 0s
resultados de Gil de los Santos et al. (2012), onde a suplementacdo com

Komagataella phaffii resultou em maiores soroconversoes.

A suplementacdo com Komagataella phaffi também n&o influenciou na
resposta imune de animais imunossuprimidos vacinados com rCPB. O aumento
dos niveis de anticorpos IgG totais nao foi observado para rCPB em
camundongos imunossuprimidos, imunizados com rCPB e suplementados com
Komagataella phaffi no presente estudo, como ocorreu nos animais dos grupos
apenas vacinados e imunossuprimidos vacinados, e em estudos anteriores
(Salvarani et al., 2013; Moreira et al., 2016). Entretanto, rCPB pode né&o ser o
melhor antigeno vacinal para geracao de uma resposta imune robusta e de facil
deteccéo in vitro. Estudos recentes demonstram que o dominio C-terminal de
rCPB (rCPB-C) apresenta maior atividade imunogénica em comparacao a rCPB
e CPB nativa (vacina comercial) (Rodrigues et al., 2021). Além disso, devido a
dificuldades de expressao e purificacdo do antigeno rCPB, o ensaio de ELISA
empregado para deteccdo de anticorpos anti-rCPB foi realizado com rCPB-C.
Por sua vez, é possivel que alguns epitopos que sédo encontrados em rCPB
(regido N-terminal) poderiam ndo estar presentes em rCPB-C. Contudo, essa
hipétese pode ser pouco significativa quando considerado que rCPB-C se

apresenta mais imunogénica in vivo (Rodrigues et al., 2021).

Apesar dos resultados negativos com rCPA-C e com rCPB, relatos ja
demonstraram que o tratamento de animais com Komagataella phaffii pode
estimular minimamente a producdo de anticorpos especificos, com aumento de
apenas 35% em comparacdo ao grupo controle (Gaboardi et al., 2019), bem
como pode levar a titulos nao significativos de anticorpos nos grupos tratados
com probidticos em comparacéo aos demais grupos (Khan et al., 2014; Alizadeh
et al., 2016).

E sugestivel que diferencas nas soroconversdes induzidas entre
microrganismos se devem-se a intensificacdo inespecifica da resposta imune ja

verificada com alguns probiéticos (Gil de los Santos e Gil-Turnes, 2005; Gil-



Turnes et al., 2007; Bujalance et al., 2007), e ndo pela estimulagéo especifica
produzida pelo antigeno recombinante empregado (Gil de los Santos et al.,
2012). Por sua vez, neste estudo trés antigenos foram utilizados para compor a
formulacédo vacinal, o que sugere que o efeito de Komagataella phaffii, quanto a
imunomodulacéo, pode estar também associado a uma resposta imundgeno-

especifica.

Em conclusédo, o presente estudo demonstrou que Komagataella phaffi
desempenha efeito benéfico sob a imunidade humoral desencadeada por
animais imunizados imunossuprimidos, embora a resposta de animais
imunossuprimidos a suplementacdo com Komagataella phaffi pareca ser
imundgeno especifica. Como mostrado, efeitos positivos de imunidade mediada
por anticorpos foram observados em animais imunossuprimidos suplementados
com Komagataella phaffi e imunizados com um antigeno recombinante contra
C.botulinium, porém niveis superiores de anticorpos néo foram constatados para
antigenos contra C.perfringens. No entanto, propriedades imunologicas
celulares ainda necessitam de investigacfes, uma vez que a imunomodulacao
de um probidtico pode estar associada a efeitos diversos de imunidade, incluindo
funcdes imunomoduladoras na atividade celular (estimulo de citocinas anti-
inflamatorias e pro-inflamatorias) ou a outros anticorpos especificos (IgA, IgM e
diferentes sublasses de IgG). Por fim, Komagataella phaffi apresenta-se nao
apenas como um excelente suplemento imunomodulador imunogeno especifico,
mas como fonte viavel, segura, barata e promissora no setor de alimentos na
indlstria veterinaria e humana, para animais ou pessoas saudaveis ou

imunossuprimidos.
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