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RESUMO

MARCHIORO, Silvana Beutinger. Expressdo heterdloga, purificacdo e
caracterizacao de proteinas transmembrana de Mycoplasma hyopneumoniae. 2008.
56f. Dissertacdo (Mestrado) - Programa de Pdés - Graduacdo em Biotecnologia.
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

Mycoplasma hyopneumoniae € 0 agente etiolégico da pneumonia enzodtica suina
(PES), uma das doencas respiratorias de suino mais comum em todo o mundo. Ela
€ caracterizada por retardo no desenvolvimento em animais na fase de crescimento
e terminacao, causando perdas econdmicas consideraveis na industria suinicola. A
vacinacdo parece ser a forma mais efetiva de controlar a PES, entretanto, as vacinas
contra a doencga disponiveis no mercado apresentam um elevado custo de producéo
e conferem uma protecédo parcial, ndo impedindo o estabelecimento da infeccao e
nem a presenca de suinos portadores. Desta forma, surge a necessidade da
utilizacdo de novas estratégias visando contornar este problema. A tecnologia do
DNA recombinante constitui uma ferramenta importante para o desenvolvimento de
vacinas. As publicacbes das sequiéncias de trés genomas de M. hyopneumoniae, duas
cepas patogénicas (232 e 7448) e uma ndo patogénica (J) estdo contribuindo com
pesquisas e, acelerando o processo de identificacdo de novas proteinas
imunogénicas. A partir dos dados gerados e da analise protebmica complementar,
foi possivel a identificacdo de sequéncias codificadoras (CDS) de proteinas
transmembrana. Estas sequéncias foram clonadas e expressas em E. coli. Um total
de sete proteinas recombinantes foram purificadas e avaliadas quanto a
imunogenicidade em camundongos e a antigenicidade frente a soros de suinos com
PES. Todas as proteinas avaliadas foram capazes de induzir uma resposta imune
significativa em camundongos. O estudo das propriedades antigénicas revelou que
estas sdo reconhecidas pelo soro de suinos infectados com M. hyopneumoniae. AS
proteinas recombinantes avaliadas neste estudo poderéo ser de valia para utilizacao
como vacinas de subunidade e em testes de imunodiagndstico da PES.

Palavras-chave: Mycoplasma hyopneumoniae, PES, vacina, proteina recombinante.



ABSTRACT

MARCHIORO, Silvana Beutinger. Heterologous expression, purification and
characterization of transmembrane protein of Mycoplasma hyopneumoniae. 2008.
56f. Dissertacdo (Mestrado) - Programa de POs-Graduagcdo em Biotecnologia.
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

Mycoplasma hyopneumoniae iS the etiological agent of swine enzootic pneumonia
(EP), one the most common respiratory diseases of pigs worldwide. The disease is
characterized by retarded growth rate in animals of mid-finishing to slaughter age,
causing significant economic losses to swine production. Vaccination is the most
cost-effective strategy for the control of this disease. However, the vaccines against
the disease available on the market have a high production cost and only offer partial
protection, not preventing the establishment from infection and the presence of pigs
carriers. This issue highlights the need for the use of new strategies aiming at
circumventing this problem. The recombinant DNA technology is an important tool for
the development of vaccines. The publication of the sequence of three genomes of m.
hyopneumoniae, two pathogenic strains (232 and 7448) and a non-pathogenic (J) is
helping the researches, and accelerating the process of identification of new
antigenic proteins. From the sequence data and proteomic analysis, it was possible
to identify coding sequences (CDS) of transmembrane proteins. These antigens were
cloned and expressed using E. coli as an expression system. A total of seven
recombinant proteins were purified and evaluated regarding immunogenicity in mice
and antigenicity with sera from animals with EP. All the antigens evaluated were able
to induce a significant immune response in mice. The evaluation of antigenicity
properties revealed the proteins reacted with sera from pigs infected with M.
hyopneumoniae. The recombinant proteins evaluated in this study may be of value to
use in the development of vaccines and tests for immunodiagnosis of swine enzootic
pneumonia.

Key-words:  Mycoplasma hyopneumoniae, Swine enzootic pneumonia, vaccine,
recombinant protein.



Figura 1

Figura 2

Figura 3

Figura 4

Figura 5

LISTA DE FIGURAS

Gel de poliacrilamida 12% corado com Comassie Blue
mostrando as sete proteinas recombinantes

PUMTICATAS. ...

Resposta imune humoral produzida pelos animais inoculados
com as proteinas recombinantes e do grupo controle negativo
(21 L=V AN (@ ] ) o SR
Resposta de IgG anti M. hyopneumoniae nos soros de
camundongos inoculados com as proteinas recombinantes
utilizando ELISA com extrato de células............ccccccevviiiiiiiiinnnns
Western blot demonstrando a reatividade das proteinas
recombinantes com soro de suino naturalmente infectado.........
Avaliacdo antigénica por ELISA das proteinas recombinantes

contra soro de suino naturalmente infectado ..........cocovveiveiiinnin.

33

34

35

36



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 Identificagdo das CDS selecionadas e sequéncias dos primers...... 27

Tabela 2 Identificagdo dos alvos, regido amplificada, tamanho e resultados

OO . e e 32

Tabela 3 Reatividade das proteinas recombinantes frente aos soros suinos. 36



SUMARIO

1. INTRODUGAO ......oiiieeeeeeeee ettt ettt ettt ettt et eteneeaeenens 10
1.1 Pneumonia enzootica SUiNa (PES) ......ccccccies ooeiieeeeees e e e 10
Y £ Yol 1 aT= LT TR 14
2. OBIETINV O S .t et et ———— 20
By ARTI GO oo, 21
RESUMO ..o et e et e e e et e e e e et e e e e e e e e e e e et e e e e eeeeeeeeeaireeeas 23
INTRODUGAOD ..ottt ettt ea ettt et ns e eeenen, 24
MATERIAL E METODOS .. .ot e e et e e e e e e e e e e e e e ete e e e eneanaaas 25
RESULTADOS . ...t ettt e e e ettt 31
DI S CUS S A ..o et et —e e e e —— e e e e et aeeari——aas 38
REFERENCIAS . ... e e ettt ettt 41
Y ol0 ]\ [of M U LSY Y@ ISR 46

B, REFERENCIAS ... .o e ettt ettt e, 47



10

1. INTRODUCAO

1.1 Pneumonia Enzootica Suina (PES)

Um dos maiores problemas enfrentados pela suinocultura industrial, em
ambito mundial, sdo as enfermidades que acometem o sistema respiratorio destes
animais (STAKENBORG et al., 2005). A pneumonia enzodtica suina estd entre as
doencas respiratérias multifatoriais de maior destaque na industria suinicola, pois é
altamente prevalente e acarreta consideraveis perdas econdmicas tanto aos
produtores quanto para industria. Estas perdas estdo relacionadas principalmente
com o aumento do uso de medicamentos e ao decréscimo da performance dos
suinos (MAES et al., 2008).

A PES é uma doenca respiratéria cronica que afeta mais de 80% dos suinos
em todo mundo, caracterizada por uma alta morbidade baixa mortalidade. A tosse
crbnica e nao produtiva, o retardo nas taxas de crescimento e a ineficiente
conversdo alimentar caracterizam a doenca (ROSS, 1999). Embora animais de
todas as idades sejam susceptiveis, a doenca ndo € comumente observada em
animais com menos de 6 semanas de idade, sendo os animais na fase de
crescimento e terminagdo os mais comprometidos (SIBILA et al., 2008). No entanto,
em rebanhos sem imunidade, a doenca pode afetar leitdes ja a partir de duas

semanas de idade, bem como animais em fase de reproducéo (STARK, 2000).

1.1.2 Etiopatogénia
Mycoplasma hyopneumoniae € 0 agente etioldégico responsavel pela pneumonia

enzoodtica suina. Além dele, outros patdbgenos como Pasteurella multocida, Actinobacillus
pleuropneumoniae, Mycoplasma hyorhinis, Streptococcus suis, Haemophilus parasuis, Bordetella

bronchiseptica € Arcanobaterium pyogenes Sa0 também freqlientemente envolvidos na
doenca (THACKER, 2006). Mare & Switzer (1965) e Goodwin et al. (1965) foram os
primeiros a descrever o isolamento do agente de pulmbes e reproduzir
experimentalmente a doenc¢a (apud ROSS, 1999).

Embora fatores de viruléncia de M. hyopneumoniae ndo tém sido caracterizados,
a aderéncia do organismo no epitélio respiratério é reconhecida como um importante
passo na colonizacdo e infecgcdo (ROSS, 1999). M. hyopneumoniae infecta células
epiteliais da traquéia, brénquios e bronquiolos, aderindo-se aos cilios e promovendo

uma reducdo na atividade ciliar, com danos e perdas dos cilios, consequientemente
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resultando em um decréscimo nos mecanismos de defesa natural do trato
respiratério do hospedeiro (DEBEY; ROSS, 1994). O fator responsavel pela
aderéncia melhor caracterizado € a adesina designada como P97, primeiramente
descrita por ZHANG et al. (1995), a qual reconhece receptores presentes nos cilios
das células epiteliais respiratérias dos suinos. No entanto, limitadas informacdes
estdo disponiveis sobre os mecanismos que causam o dano ciliar. M. hyopneumoniae
pode aumentar a concentracdo intracelular de calcio livre nas células do epitélio
ciliar, induzindo a perda de cilio (PARK et al., 2002). Danos nas células do epitélio
ciliar podem também ser causados por produtos téxicos do metabolismo dos
micoplasmas como peréxido de hidrogénio e os radicais superoxidos (RAZIN et al.,
1998).

Depois de colonizar, a multiplicacdo do M. hyopneumoniae em pulmdes de
suinos resulta em pneumonia caracterizada por infiltrado celular de macréfagos,
neutroéfilos e linfocitos (MEYNS et al., 2006). Tem sido proposto que os macréfagos
alveolares participam do inicio da resposta inflamatoria logo apos a infeccao,
expressando IL-1 e TNF-a (CHOI et al.,, 2006). Citocinas inflamatérias sao
importantes mediadores tanto da defesa pulmonar quanto da inflamacdo. Um dos
principais efeitos comum aos micoplasmas é habilidade de induzir a liberacdo de
citocinas pré-inflamatérias responsaveis pelas lesdes pulmonares (RODRIGUEZ et
al., 2004). Os micoplasmas sdo também capazes de estimular excessivo numero de
células T pela exposicdo de varios epitopos simultaneamente (RIBEIRO et al.,
2004). Assim, a patogénese da pneumonia enzooltica suina é dependente nao
somente do dano causado ao cilio diretamente pelo organismo, mas também é
dependente do efeito do sistema imune do hospedeiro (CHOI et al., 2006).

M. hyopneumoniae € capaz de escapar das defesas naturais do hospedeiro
fixando-se firmemente a sua mucosa respiratoria. Sua localizacdo no limen pode
explicar a dificuldade de eliminagdo do agente pelos mecanismos de defesa do
hospedeiro e por tratamentos antimicrobianos (SOBESTIANSKY et al., 2001), além
da sua habilidade de mimetizar varias superficies antigénicas e utilizar-se dessa
variacdo para evadir-se do sistema imune. Eles utilizam a maquinaria genética para
alterar antigenos de superficie através da variagdo de fase, da variagcdo do tamanho
e do mascaramento de epitopos de proteinas de superficie. Dessa forma, estes
microrganismos conseguem desviar a resposta imune do hospedeiro e estabelecer a
infeccdo crénica (RAZIN et al., 1998).
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Recente avaliacdo no genoma de trés cepas (7448, J e 232) de M.
hyopneumoniae (VASCONCELOS et al., 2005; MINION et al., 2004), revelou a
presenca de um provavel elemento integrativo conjugativo (ICE) presente nas duas
cepas patogénicas (7448 e 232) e ausente na cepa nao patogénica (J). Os
resultados sugerem que o ICE € um DNA modvel e provavelmente envolvido em
eventos de recombinacdo genética e na patogenicidade deste patégeno (PINTO et
al., 2007).

Embora M. hyopneumoniae seja considerado principalmente um patdgeno
respiratério, recentes estudos tem descrito seu isolamento de Orgdos internos,
podendo ocorrer disseminagdo pela via linfatica ou sangiinea (MAROIS et al.,
2007). O agente foi re-isolado a partir do figado, baco e rins de suinos
experimentalmente (LE CARROU et al.,, 2006) e naturalmente infectados. No
entanto, essa disseminacgdo parece ser transitoria e provavelmente ndo participa do
desenvolvimento da PES (MAROIS et al., 2007).

1.1.3 Diagndstico

Sinais clinicos e a presenca de lesBes sdo utilizados como diagnéstico
presuntivo da PES, no entanto testes laboratoriais sdo necesséarios para o
diagnoéstico conclusivo. Embora a cultura do M. hyopneumoniae seja descrita como
padrdo ouro, a mesma nao é utilizada como rotina de diagndstico (SIBILA et al.,
2008), pois seu cultivo e isolamento de suinos naturalmente ou experimentalmente
infectados sé&o limitados, por se tratar de um microorganismo fastidioso, consumindo
tempo, e frequentemente ndo sendo bem sucedidos (THACKER, 2006). Além da sua
caracteristica fastidiosa, seu isolamento torna-se dificil devido a contaminacéo
frequente de outros micoplasmas: Mycoplasma hyorhinis, presente no trato respiratorio
suino, causador de poliserosites e artrites; bem como de Mycoplasma flocculare,
espécie nao-patogénica que apresenta semelhancas em relacdo a morfologia,
crescimento e antigenicidade ao M. hyopneumoniae (ROSS, 1999). Essas dificuldades,
muitas vezes, tornam o diagndstico por cultivo ndo exequivel (THACKER, 2004).

Os testes soroldgicos sdo 0s mais comumente utilizados para diagnosticar a
PES. Deteccao de anticorpos para M. hyopneumoniae pode ser realizada por ELISA e,
menos freqientemente pelo teste de fixacdo do complemento. ELISA é um método
automatizado rapido e barato que fornece informacdes Uteis quanto a presenca de
anticorpos derivados maternalmente ou adquiridos (SIBILA et al., 2008). Atualmente
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0s mais utilizados sdo ELISA de bloqueio (IDEI, Mycoplasma hyopneumoniae EIA Kit,
Oxoid) e dois tipos de ELISA indireto (HerdCheck, IDEXX e Tween 20-ELISA). No
entanto, estudos comparativos reportaram divergéncias quanto a sensibilidade e
especificidade destes kits (SORENSEN et al.,, 1997; STRAIT et al., 2004,
ERLANDSON et al., 2005). No Brasil, o diagndstico da PES €&, usualmente, feito pelo
teste de ELISA padronizado no Centro Nacional de Pesquisa em Suinos e Aves
(CNPSA), utilizando antigenos extraidos da superficie dos micoplasmas com Tween-
20 (ELISA-T) (PIFFER et al., 1998).

As técnicas de anticorpo fluorescente (FA) e imunoistoquimica (IHC) séo
utilizadas para identificacdo de M. hyopneumoniae em tecidos, ou em esfregacos de
laminas. No entanto, esta técnica tem a desvantagem de que o diagndéstico pode
somente ser feito post-mortem (SIBILA et al., 2008).

A Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) tem sido descrita como a técnica
mais sensivel para deteccdo de infec¢cdes causadas pelo M. hyopneumoniae
(CALSAMIGLIA et al., 1999). A técnica de PCR apresenta diversas vantagens sobre
0s métodos atuais para deteccdo e o diagnostico do agente devido a sua
sensibilidade, especificidade e rapidez (THACKER, 2004). No entanto sua utilizagc&o
tem sido preferencialmente para o monitoramento da infeccdo no rebanho n&o em
animais individualmente (OTAGIRI et al., 2005), pois o DNA do M. hyopneumoniae
pode ser amplificado tanto de bactérias vivas ou mortas e, a identificacdo de animais
com PCR positivo deixa davida se esses suinos tém a infeccdo ou sao simplesmente
portadores (SIBILA et al., 2008).

1.1.4 Controle

O controle da infecgdo por M. hyopneumoniae pode ser realizado de diferentes
maneiras dentre as quais se destacam: boas praticas de manejo e nas condi¢cfes de
alojamento, o uso de antimicrobianos e a vacinacdo dos animais (MAES et al.,
2008).

As melhorias nas praticas de manejo sdo primordiais para o controle de
infeccbes por M. hyopneumoniae, € deve ser a primeira medida a ser tomada. Instituir
mudancas relacionadas aos: sistemas de producéo all-in, all-out, cuidados especiais
na compra de novos animais, tamanho do rebanho, controle de outras doencas,

assim como préticas de biosseguranca, podem reduzir a disseminagdo do agente,
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diminuir o dano pulmonar por outros patdgenos e levar a um consideravel aumento
no controle da PES (MAES et al., 2008).

Embora vacinas que reduzam as conseqiéncias da infeccdo estejam
disponiveis, a medicacdo com antimicrobianos na comida ou na agua ainda € uma
pratica comum (VICCA et al., 2004). Antimicrobianos como tetraciclinas e
macrolideos sdo freqientemente usados no tratamento de doencas respiratérias
como a PES (MAES et al.,, 2008). Suinos tratados com alguns antimicrobianos
tiveram um melhor desempenho e reducdo nos sinais clinicos e nas lesfes
pulmonares (VICCA et al.,, 2005). Porém, a medicagdo continua ou por longos
periodos pode aumentar o risco do desenvolvimento de resisténcia, além de haver
um possivel risco de residuos de antimicrobianos nas carcacas de suinos ao abate
(LE GRAND; KOBISCH, 1996).

Além das préticas citadas, tem se tentado um controle maior da doenca
através da eliminagcdo de animais infectados e através da imunizagdo do rebanho.
No entanto, a vacinacdo parece ser a forma mais efetiva e economicamente viavel
de controlar a PES (LIN et al., 2003).

1.2 Vacinas

Vacinas comerciais tem sido uma importante ferramenta para controlar
infeccbes por M. hyopneumoniae, € Sao largamente utilizadas no mundo todo. As
vacinas comerciais sao constituidas de preparados de células inteiras inativadas
(bacterinas) e administradas com adjuvantes. A maior vantagem da vacinacgao inclui
0 aumento do ganho de peso diario (2-8%) e da conversdo alimentar (2-5%), a
diminuicdo do tempo para alcancar o peso de abate, a reducéo de sinais clinicos e
das lesdes pulmonares, além de diminuir os custos com tratamento (MAES et al.,
1999). Mas para a obtengcdo de resultados desejaveis, a vacinacdo deve ser
praticada em combinagdo com outros fatores de manejo (HAESEBROUCK et al.,
2004).

O mecanismo exato de protecdo conferido por estas bacterinas ndo esta
totalmente esclarecido, alguns estudos sugerem que o0s anticorpos de mucosa e
resposta imune sistémica mediada por células, sdo importantes no controle da
doenca (THACKER et al., 2000). Porém, néo existe uma correlacdo direta entre a
vacina e a inducao de niveis de anticorpos no soro e protecdo (DJORDJEVIC et al.,

1997; THAKER et al., 1998). Bem como, uma contradicdo sobre a vacinagao de
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leitbes. Enquanto alguns estudos sugerem a importancia de determinar os niveis de
anticorpos maternos presentes antes da vacinacao, 0os quais parecem ser protetores
para os leitbes jovens, mas ao mesmo tempo, parecem inibir a formacdo de uma
resposta imune ativa (HODGINS et al., 2004). Para outros, a vacinacao dos leitbes
pode ser feita ja na primeira semana de vida, independente do nivel de imunidade
das porcas (MARTELLI et al., 2006).

Apesar de suas vantagens, estas vacinas conferem apenas uma protecao
parcial, ndo prevenindo a colonizacdo (HAESEBROUCK et al., 2004), mas reduzindo
0 numero de organismos no trato respiratério (MEYNS et al., 2006), e diminuindo a
infeccdo no rebanho (SIBILA et al., 2007). Porém, apenas uma reduc¢do limitada e
nao significativa na transmisséo deste agente foi obtida. Estes achados reforcam a
idéia de que s6 a vacinacdo nao é suficiente para eliminar o M. hyopneumoniae de
rebanhos de suinos infectados (MEYNS et al., 2006).

Embora a vacinacdo confira efeitos benéficos na maioria dos rebanhos,
alguns fatores influenciam na sua eficacia, tornando estes efeitos variaveis. Fatores
como condicBes de estocagem de vacinas improprias, diferencas antigénicas entre
cepas de campo e vacinais, a presenca da doenca no momento da vacinacao, e a
interferéncia da resposta imune induzida pela vacina por anticorpos derivados
maternalmente, podem influenciar a eficacia da vacinacdo (MAES et al., 2008).
Diferencas na viruléncia entre os isolados de campo de M. hyopneumoniae tém sido
demonstradas (VICCA et al., 2003), bem como uma alta heterogeneidade

protedmica entre estes isolados (CALUS et al., 2007).

1.2.1 Vacinologia reversa

Nos ultimos anos tem sido notavel a expansao de novas abordagens que estéo
disponiveis para identificacdo de componentes antigénicos relevantes para uso em
vacinas, e estas novas técnicas estdo comecando a ser aplicadas no
desenvolvimento de vacinas veterinarias (MOVAHEDI; HAMPSON, 2008).
Progressos na microbiologia, biologia molecular, imunologia e bioinformatica tém
levado a uma abordagem mais racional no desenvolvimento de vacinas
(HAESEBROUCK et al., 2004). O método tradicional de preparacdo de vacinas, o
qual segue os principios estabelecidos por Pasteur, vém sendo substituido. Com a
tecnologia do DNA recombinante, a “segunda geracao” de vacinas surgiu baseada

no uso de proteinas recombinantes. E mais recentemente, com a disponibilidade de
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sequéncias completas de genomas, tém levado a uma nova abordagem no
desenvolvimento de vacinas (SCARSELLI et al., 2005), e uma “terceira geragao” de
vacinas esta surgindo (MOVAHEDI; HAMPSON, 2008), a qual vem sendo
denominada de vacinologia reversa (RAPPUOLI, 2000).

O paradigma basico da producdo de vacinas desenvolvido por Pasteur, que
inclui o isolamento, inativacdo ou atenuacdo, e injecdo do microrganismo
patogénico, guiou o desenvolvimento de vacinas durante quase todo o século vinte.
E muitas destas vacinas tém demonstrado eficacia no controle de um importante
namero de doencas infecciosas (SERRUTO; RAPPUOLI, 2006). No entanto,
algumas limitagcdes dificultam a preparacdo de vacinas pelo método tradicional.
Estas limitacbes incluem: a dificuldade de -cultivo de alguns patogenos; a
necessidade de meios especiais, tornando o cultivo oneroso; sistemas de
biosseguranca para prevenir exposicdes a microorganismos patogénicos; reversdo a
doenca por uma atenuacao insuficiente do patégeno; e pelo tempo consumido para
o desenvolvimento de vacinas atenuadas, podendo levar décadas até chegar ao
produto final (GLICK; PASTERNACK, 1998).

Nos ultimos anos, a disponibilidade de sequéncias inteiras de genomas tem
mudado plenamente a metodologia utilizada para o desenvolvimento de vacinas, e
introduzido uma nova maneira de pensar este processo (RAPPUOLI, 2001). Este
aumento no namero de genomas tem induzido a aplicacdo da vacinologia reversa
principalmente para patdgenos dos quais a vacinologia classica tém falhado (MORA
et al., 2006). Porém a o sequenciamento de um ou dois genomas por espécie nem
sempre sédo suficientes, com a variabilidade genética existente entre algumas cepas,
muitas vezes, se faz necessario o seqienciamento de um maior nimero de isolados
para entender melhor a base destas espécies (MORA et al., 2005).

A combinacdo da andlise in silico de toda a sequéncia do genoma e a
tecnologia do DNA recombinante tem fornecido uma serie de avangos no
desenvolvimento da terceira geracao de vacinas (MOVAHEDI; HAMPSON, 2008). O
processo inicia na sequéncia do genoma, e por analises computacionais, é possivel
predizer quais antigenos serdo mais promissores como candidatos a vacina
(RAPPUOLI, 2001). Através desta andalise sdo selecionadas todas as proteinas
virtualmente importantes que o patégeno pode expressar tanto in vivo quanto in
vitro, sem prévio conhecimento da sua abundancia, imunogenicidade ou expressao
durante a infeccdo (MOVAHEDI; HAMPSON, 2008). Depois da sele¢cdo de um grupo
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de genes do genoma, 0s passos seguintes sdo: clonagem e expressao destes genes
selecionados, purificacdo das proteinas recombinantes, ensaios in vitro e in vivo
para identificacdo dos possiveis candidatos a protecdo (GRANDI, 2001).

Uma série de patdgenos ja teve seu genoma analisado na busca de alvos
potenciais para uso diagnostico e desenvolvimento de vacinas. Dentre eles podemos
citar: o grupo B de Meningococcus, grupo B de Streptococcus agalactiae, Plasmodium
falciparum, Mycobacterium tuberculosis, Treponema pallidum, virus da hepatite C, Leptospira
interrogans, Borrelia burgdorferi, Neisseria meningitidis, entre outros (RAPPUOLI, 2000;
SERRUTO et al., 2004; GAMBERINI et al., 2005; KOIDE et al., 2005; MAIONE et al.,
2005). Alguns exemplos da utilizagdo da vacinologia reversa nas vacinas
veterindrias bacterianas incluem sua aplicacdo no agente etioldgico do footrot ovino,
Dichelobacter nodosus (MYERS et al., 2007), e para Pasteurella multocida, agente da colera
aviaria (AL-HASANI et al., 2007).

O sequenciamento do genoma de trés cepas de Mycoplasma hyopneumoniae
(MINION et al., 2004; VASCONCELOS et al., 2005), tem permitido a escolha
racional de sequéncias que codificam proteinas para avaliagcdo e caracterizacdo de
imundgenos para o desenvolvimento de uma vacina protetora e para 0 uso em
testes diagndsticos da PES. O genoma pequeno deste agente bem como, 0 nimero
limitado de proteinas secretadas ou de superficie, favorece a utilizagcdo da
vacinologia reversa. Pesquisas com novas abordagens vacinais vém sendo
propostas, buscando o desenvolvimento de vacinas mais eficientes no controle da

doenca, incluindo vacinas de subunidade e de DNA.

1.2.2 Vacinas Recombinantes de Subunidade

A tecnologia do DNA recombinante, associada a abordagem da vacinologia
reversa, tém fornecido ferramentas valiosas para a producdo de proteinas
recombinantes de Mycoplasma hyopneumoniae em sistemas heterdlogos. As quais
podem ser alternativas para utilizacdo em vacinas contra PES mais eficientes,
substituindo as atuais que apresentam elevado custo de producdo devido a
dificuldade no cultivo do agente (KOBISCH; FRIIS, 1996).

As proteinas recombinantes heterdlogas podem ser produzidas tanto em
organismos procariotoS como em eucariotos e, uma vez expressas, podem ser
rapidamente purificadas e administradas aos animais em altas concentragbes
(CLARK; CASSIDY-HANLEY, 2005). E. coli € um dos mais atrativos sistemas
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utiizados para a producdo de proteinas recombinantes (BANEYX, 1999). No
entanto, apesar das caracteristicas genéticas da E. coli serem bem conhecidas, nem
todo o gene pode ser expresso eficientemente neste microrganismo (WEICKERT et
al., 1996). Um exemplo € a expressdao de genes de M. hyopneumoniae contendo
cédons TGA, pois 0 mesmo nao utiliza o cédigo genético universal (RAZIN et al.,
1998). Esta caracteristica tem dificultado a expressao destes genes em E. coli, ja que
TGA codifica para o0 aminoacido triptofano em micoplasmas e é codon de terminacéo
nos demais organismos. MutagOes pontuais capazes de substituir o TGA por TGG
tem sido a estratégia utilizada para contornar este problema. SIMIONATTO et al.
(2006) descreveram a otimizacdo de um protocolo de PCR para a mutacao sitio
dirigida no codon TGA de genes de M. hyopneumoniae, obtendo resultados satisfatorios
na producdo destes genes em E. coli.

Uma variedade de antigenos vacinais ja foram introduzidos e expressos em E.
coli, apresentando uma variabilidade de resultados quanto a sua eficacia na protecao
contra o desafio. Vantagens das vacinas recombinantes de subunidade s&o
inimeras. Primeiro, o patdégeno pode ser inteiramente excluido da producdo da
vacina, o que elimina os riscos associados a contaminagéo por compostos toxicos, e
da reversdo para viruléncia. Além da possibilidade de otimizacdo das formas de
apresentacao destes antigenos, adaptando a resposta imune as especificidades do
patdgeno contra o qual a vacina é destinada (LILJEQVIST; STAHL, 1999).

Varios estudos tém avaliado proteinas recombinantes de Mycoplasma
hyopneumoniae, nas mais diversas formas de administracao e formulagdes, buscando
o desenvolvimento de vacinais mais eficientes para o controle da PES (CHEN et al.,
2001, 2006a, 2006b, 2008; FAGAN et al., 2001; LIN et al., 2003; SHIMOQOJI et al.,
2003; CONCEICAO et al., 2006; OKAMBA et al., 2007). Algumas delas avaliadas
individualmente, outras associadas a vetores bacterianos atenuados, fusionadas a
adjuvantes de mucosa, e também avaliadas como um coquetel de antigenos. Sendo
que algumas destas proteinas recombinantes foram utilizadas em experimento de
desafios em suinos, porém a grande maioria delas avaliadas apenas em
camundongos. Diferengcas na imunidade induzida por estes antigenos foram
observadas, as quais podem ser influenciadas pelas diferencas nas construgdes
vacinais, pela rota de imunizagéo, pelo dobramento correto e/ou outra modificacdo
pos traducional que pode contribuir na habilidade de gerar anticorpos pelo antigeno

(PINTO et al., 2007). No entanto estas avaliagbes sugerem que estas novas
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1 abordagens vacinais podem representar novas estratégias promissoras, e
2 economicamente viaveis para o controle da PES.

3
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2. OBJETIVOS

Identificacdo e caracterizacdo de sequéncias codificadoras de proteinas
transmembrana de M. hyopneumoniae, visando o desenvolvimento de uma vacina
contra PES.

2.1 Objetivos Especificos
» Selecionar, clonar, expressar e purificar proteinas transmembrana de
Mycoplasma hyopneumoniae utilizando E. coli como sistema heterdlogo de
expressao;
* Avaliar a imunogenicidade das proteinas recombinantes em camundongos;
» Avaliar a antigenicidade destas proteinas com soro de suinos naturalmente

infectados com M. hyopneumoniae.
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RESUMO

Mycoplasma hyopneumoniae é o agente etiologico da pneumonia enzodtica
suina, uma doenca respiratoria cronica que causa grandes perdas econémicas na
induUstria suina em todo mundo. A protecéo induzida com as atuais vacinas contra a
doenca é frequentemente incompleta, ndo prevenindo o estabelecimento da
enfermidade. Neste trabalho, foram avaliadas proteinas transmembrana de M.
hyopneumoniae, para sua possivel utilizagdo em novas formulacées de vacinas e
também em testes diagnosticos. Utilizando a abordagem denominada vacinologia
reversa, foi possivel selecionar e clonar 17 sequéncias codificadoras, das quais 7
foram expressas em E. coli e avaliadas quanto a sua capacidade imunogénica e
antigénica. A resposta imune humoral induzida por estas proteinas foi avaliada
através da inoculacdo de camundongos BALB/c. Os resultados obtidos
demonstraram que todas foram capazes de induzir uma resposta imune especifica.
Na andlise antigénica utilizando soros de suinos naturalmente infectados, algumas
apresentaram reacdo mais intensa, mas todas reagiram com anticorpos presentes
nestes soros, indicando sua presenca durante a infeccdo. Os antigenos avaliados
nao foram reconhecidos por anticorpos nos soros de camundongos imunizados com
a vacina comercial. O presente estudo revela que estes antigenos podem contribuir
em novas e mais eficientes estratégias de vacinagdo contra a PES, assim como em

testes diagnaosticos.

Palavras-chave : Mycoplasma hyopneumoniae, proteinas transmembrana,

vacina, PES.
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INTRODUCAO

Mycoplasma hyopneumoniae é o agente etiologico da pneumonia enzodtica
suina (PES), uma doenca respiratoria crénica, que causa importantes perdas na
indUstria suinicola em todo mundo e aumenta a susceptibilidade do hospedeiro a
infeccdes secundéarias (DeBey & Ross, 1994), afetando principalmente suinos na
fase de crescimento e terminagdo (Thacker, 2006). Essas perdas estao
principalmente relacionadas aos decréscimos no ganho de peso médio diario,
aumentos nas taxas de converséo alimentar e aumento nos custos com medicagéo
(Ross, 1999).

O controle da infeccdo de M. hyopneumoniae pode ser realizado de diferentes
maneiras dentre as quais se destacam: boas praticas de manejo e condicbes de
alojamento, uso de antimicrobianos e vacinagao dos animais (Maes et al., 2008). No
entanto, a vacinacao parece ser a forma mais efetiva de controlar a PES (Lin et al.,
2003). Apesar da importancia da vacinagdo como a principal estratégia de controle,
as vacinas disponiveis comercialmente conferem somente uma protecao parcial
(Thacker et al., 2000), ndo prevenindo a colonizacdo do trato respiratorio pela
bactéria, um pré-requisito para o desenvolvimento da doenca, mas reduzindo o
namero de organismos (Meyns et al., 2006) e diminuindo a infeccdo no rebanho
(Sibila et al., 2007). Estas vacinas sdo constituidas de preparados de células inteiras
inativadas (bacterinas), o que encarece seu custo de producao (Chen et al., 2001),
pois seu crescimento in vitro requer um meio rico, consumindo muito tempo e gastos
na sua producéo (Ross, 1999). Esta complexidade do meio requerido para o cultivo
de M. hyopneumoniae e a falta de informacdes dos antigenos expressos em
diferentes formulacdes de meio, requerem estratégias alternativas de formulacdes

de vacinas, justificando assim novas investigacdes (Chen et al., 2008).

Esforcos no desenvolvimento de vacinas efetivas e seguras contra
micoplasmas tém sido parcialmente bem sucedidas (Chen et al., 2003). A producao
de vacinas recombinantes experimentais contra a PES vem se destacando no
cenario cientifico, uma vez que o cultivo de M. hyopneumoniae ndo é necessario.
Algumas destas vacinas experimentais apresentaram resultados promissores (Fagan
et al., 1996; Chen et al., 2003; Shimoji et al., 2003), entretanto também conferiram

protecdo parcial aos suinos, que pode ser atribuida pela constituicdo de um unico



N -

© 00 N oo 0o b~ W

10
11
12
13
14
15
16
17
18

19

20
21

22
23
24
25
26
27
28
29
30
31

33

25

antigeno, sugerindo que uma vacina multivalente possa conferir uma protecdo mais
completa (Chen et al., 2008).

Vérias pesquisas tém surgido para identificar e caracterizar antigenos de M.
hyopneumoniae (Yang et al., 2005; Castro et al., 2006; Chen et al., 2006; Concei¢ao
et al.,, 2006). Um exemplo é o projeto brasileiro PIGS — Rede Sul de Analises de
Genoma e Biologia Estrutural — Programa de Investigacées de Genomas Sul, que
concretizou o seqienciamento do genoma deste microrganismo. As publicacdes da
sequéncia de trés genomas de M. hyopneumoniae, duas cepas patogénicas (232 e
7448) e uma néo patogénica (J) (Minion et al., 2004; Vasconcelos et al., 2005) véem
contribuindo com as pesquisas, e acelerando o processo de identificacdo de novas
proteinas antigénicas. Estes antigenos encontrados poderdo ser Uuteis no
imunodiagnadstico e/ou vacinacao contra a PES (Pinto et al., 2007).

Neste trabalho foram identificadas e caracterizadas sequéncias codificadoras
de proteinas transmembrana de M. hyopneumoniae, visando o desenvolvimento de
uma vacina de subunidade recombinante contra a PES. Este estudo permitiu a
identificacdo e caracterizacdo de novos alvos potencialmente antigénicos, sendo,
portanto, um passo importante na definicdo de estratégias alternativas para a
producédo de insumos eficientes para o controle da doenca.

MATERIAL E METODOS
1. Cepas, cultivo e extracdo de DNA

As cepas de M. hyopneumoniae 7448, 7422 (patogénicas) e J (n&o
patogénica), e de M. hyorhinis foram cedidas pelo Centro Nacional de Pesquisa em
Suinos e Aves (CNPSA — Embrapa, Concdrdia, SC). O DNA genbmico foi extraido
utilizando o kit GFX genomic blood DNA purification (GE Healthcare). As cepas de
Escherichia coli utilizadas foram TOP 10 (Invitrogen, USA), como cepa de clonagem,
e E. coli BL21(DEj3) RIL como cepa de expressao, as quais foram multiplicadas a 37
°C em meio Luria Bertani (LB) suplementado com 100 pg/ml de canamicina, quando

necessario.

2. Selecéo das sequéncias codificadoras (CDS) e des enho dos primers
As CDS pertencentes ao grupo de proteinas transmembrana da cepa 7448 de

M. hyopneumoniae, previamente caracterizadas (http://www.genesul.Incc.br), foram
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analisadas com o programa Vector NTI 10 (Invitrogen) buscando seqiiéncias
hidrofilicas e com no maximo trés cédons de triptofano (TGA). Para os alvos
selecionados foram projetados primers a partir da sequéncia da cepa 7448
depositada no GenBank, nimero de acesso NC_007332. Os primers utilizados na
amplificacdo foram projetados com sitios para enzimas de restricdo e, no primer
forward, a sequéncia CACC para a clonagem direcional no vetor de expressao
Champion pET 200D/TOPO His-Tag (Invitrogen) (Tabela 1).

3. Amplificacado e clonagem das sequéncias codificad oras

As sequUéncias selecionadas foram amplificadas por PCR. A reacgédo foi
realizada em um volume final de 25 pul, contendo aproximadamente 50 ng de DNA
gendmico, 10 pmol de cada primer, enhancer 1x, tampéo de enzima 1x, 2,5 mM
MgCl,, 0,2 mM de dNTPs e 2,5 unidades da enzima Platinum Pfx DNA Polymerase
(Invitrogen). A reacdo foi realizada em termociclador Mastercycle Gradient
(Eppendorf), no qual as amostras foram submetidas as seguintes etapas:
desnaturacao inicial (95 C, 7 min) seguida de 30 ciclos de desnaturacdo (95 C, 1
min), anelamento (55 €, 1 min) e extensédo (68 T, 1 min), sendo que ao término
destes 30 ciclos, a reacao foi submetida a um ciclo de extenséo final (68 T, 7 min).
As sequéncias que continham cédons TGA foram submetidas a mutagénese sitio-
dirigida, com o auxilio da técnica de PCR — overlapping (Ho et al., 1989), conforme
descrito por Simionatto et al. (2006). Os fragmentos gerados nas amplificacoes
foram submetidos a ligacdo no vetor de expressdo Champion pET200D/TOPO His-
tag seguindo as especificacbes do fabricante (Invitrogen). O produto da ligagao foi
transformado em células competentes de E. coli Top 10 (Invitrogen), preparadas
para eletroporacdo conforme descrito por Sambrook & Russell (2001). As colonias
resultantes da transformacao foram submetidas a uma triagem rapida pelo método
de microprep (Jouglard et al., 2002), para sele¢cdo dos possiveis recombinantes. Os
clones recombinantes tiveram seu DNA plasmidial extraido seguindo o protocolo de

lise alcalina (Sambrook & Russell, 2001) e caracterizado com enzimas de restricao.
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Tabela 1. Identificacdo das CDS selecionadas e sequéncia dos primers.

Ne Gi (Cédigo Provavel Funcéo Seqiliéncia dos Primers
Genbank)
1 gi|72080361 Transportadora ABC For* CACCGGATCCGGCAAATTCAAAACTGGAC
Rev GGGAAGCTTTCACAAAACCCCAATCATTTTC
2 0i|72080362 Transportadora ABC For CACCGGATCCATTTTTAAAAAAATTAATCTTGTA
Rev GGGAAGCTTTCATATTGAAATTGAATCTAATT
3 gi|72080363 Transportadora ABC For CACCGGATCCTCACTACAGATTTCTGCAAAA
Rev CCCAAGCTTTCAACATAAATTTCTTGCAAAAAA
**For mut ATTTCTTGQATTGGTAAAAATT
**Rev mut ACCAATCCAAGAAATCGACT
4 0i|72080580 Translocase For CACCGGATCCTTTCTTGCTTTTTTGACTT
Rev CCCAAGCTTTCACTCAAGTTGAGCTTTTTTATC
5 0i|72080587 Proteina hipotética For CACCGGATCCCTAGGACAGTTTGCAATAATTATTGT
Rev CCCAAGCTTTCATTTATCTTTTTTATCATCAATAATTTC
For mut GGATTTTGgGAATGYTTTTGgGGCAAATTA
Rev mut TTTGCCcCAAAACCATTCcCAAAATCCTTG
6 0i|72080604 Transportadora ABC For CACCGGATCCTATTTAGTAAAACCGACTGTTT
Rev CCCAAGCTTTCACTTTGGCAAATGCGAAA
7 0i|72080665 Proteina hipotética For CACCGGATCCATGACCAAATTTGCAAAA
Rev CCCAAGCTTTCAGCTAGTAACATGTTCTTTCCA
8 0i|72080669 Serina Protease For CACCGGATCCTATGCTTCAAATTTTAGT
Rev CCCAAGCTTTCACTTATTAGTAGATC
9 0i|72080680 Proteina hipotética For CACCGGATCCATGAAAATAAAAAACAAA
Rev CCCAAGCTTTCAAGGGAATGGAGTACC
10 0i|72080719 Transportadora ABC For_ CACCGGATCCATGATTCAAATTCGTAATGTT
Rev CCCAAGCTTTCATATTTTTTTGCTAATATCAGC
11 0i|72080747N Provavel ICEF-|I*** For CACCGGATCCTTCAATAGAAAAGAATATTATACTATTC
Rev GGGAAGCTTTCATTTATTAACTAAATTATGAAA
12 0i|72080747C Provavel ICEF-II For CACCGGATCCATAAACAACCCAAATATTTATTC
Rev GGGAAGCTTTTAACTATTATACCTTTTAATTTTCC
13 0i|72080775 Proteina hipotética For CACCGGGTACCGATTGATTTTGTCTTTTTTG
Rev CCCAAGCTTTCAGATTCTACCATTAATCTTT
14 0i|72080811 Proteina hipotética For CACCGGATCCAATGACTGGATCAAAAACTA
Rev CCCAAGCTTTCATGCTTTATTATTATCGATC
15 0i|72080818 Provéavel transportadora Mg® For CACCGGATCCGATAAAAAAAGTTCTTTTCTTTT
Rev CCCAAGCTTTCAAAAAACTCTTGATTTTACGAT
16 0i|72080820 Proteina hipotética For CACCGGATCCCAGCAAACTTATAATTCTC
Rev CCCAAGCTTTCAGGAATAATCAAGAACGA
17 0i|72080875 Proteina hipotética For CACCGGATCCATTAAATCAGTTGATATTAATTCTTTTT
Rev GGGAAGCTTTCAGCATGAATTTATTTTTTTTATTA
18 0i|72080924 Proteina hipotética For CACCGGATCCCTTAGCCAAAATCCACTAC
Rev CCCAAGCTTTCAATTTTCGTTTTTATC
19 0i|72080970 Hemolisina C For CACCGGATCCTTTTTTATCGGTTTTTTTTAT

Rev GGGAAGCTTTCAGTTAATCGTTACAATATTTG
For mut CCAGTCTGgAAAGAGAATAATT
Rev mut ATTCTCTTTcCAGACTGGAAT

*CACC: Sequéncia de nucleotideos adicionada para clonagem direcional no vetor Champion pET
200D/TOPO His-Tag (Invitrogen).

** Pares de primers utilizados para a mutacéo do codon TGA para TGG.

*** |CEF- II: integrative conjugal element - I

4. Expressao, teste de solubilidade e purificacéo d

as proteinas recombinantes

Plasmidios recombinantes foram transformados em cepa de expresséo E. coli

BL21 (DEj3) Ril, através do protocolo de transformacéo por choque térmico, segundo

Sambrook & Russell (2001). As coldnias resultantes foram cultivadas em 10 ml de

LB caldo suplementado com 100 pg/ml de canamicina, a 37 °C sob agitacao



© 00 N o 0o A WO DN P

W W W W W N DN DN DN N DN DN D DNDNDD P PP PR PR PP PR
A W N P O OO N O O A WO NP O O 00O N O O O N O

28

constante, até a fase log de crescimento, e a expresséo induzida com 0,5 mM de
isopropil B-D-tiogalactosideo (IPTG), durante 3 h. Duas fragcbes de 500 pl, uma
coletada antes da inducao e outra apos, foram centrifugadas a 14.000 x g por 1 min.
O sedimento formado foi utilizado para verificar a expressdao em pequena escala das
proteinas recombinantes, através de SDS-PAGE 15%, com extrato protéico total de
cada clone, além do extrato da cepa utilizada na expressao. O teste de solubilidade
das proteinas foi realizado utilizando-se 2 ml da amostra induzida e submetendo-a a
uma centrifugacdo de 14.000 x g por 5 minutos. Ao pellet adicionou-se 500 pl de
tampao fosfato salino 1x (PBS) e as células foram lisadas por seis ciclos de
sonicacdo (15 s, 20 kHz). As fragcbes soluveis e insoluveis foram separadas por
centrifugacéo a 10.000 x g por 5 min a 4 °C. Ambas as fragoes foram processadas e
submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida 15% para identificacdo e
localizac&o das proteinas. Um clone recombinante de cada plasmidio foi usado para
inocular 15 ml de LB contendo 100 pg/ml de canamicina e cultivado overnight em
shaker (37 °C, 250 rpm). Esse cultivo foi utilizado para inocular 500 ml de LB liquido
suplementado com canamicina, nas mesmas condi¢gdes anteriormente descritas.
ApoOs as 3 horas de inducéo, o cultivo foi submetido a centrifugacdo a 6.000 x g por
20 min a 4°C, o sobrenadante desprezado e o pellet submetido a duas sucessivas
lavagens, em 60 ml de PBS e centrifugado nas mesmas condi¢cfes, para entao ser
ressuspendido em 60 ml da solugédo desnaturante (8 M uréia, 20 mM Na,HPO, 0,5
M NaCl, 5 mM Imidazole). As células foram entdo lisadas por seis ciclos de
sonicacado (15 s, 20 kHz) e submetidas a agitacéo orbital de 60 rpm por 16 h a 4 °C.
Apds esse tempo, essas células foram novamente centrifugadas a 10.000 x g
durante 1 h a 4 °C, o sobrenadante contendo a proteina, coletado, filtrado em filtro
0,8 pum (Millipore) e utlizado para purificacdo. A purificacdo das proteinas
recombinantes foi realizada por cromatografia de afinidade, utilizando o sistema de
cromatografia liquida de baixa pressdo AKTAPrime (GE Healthcare), em coluna de
sepharose (His Trap™) carregada com niquel. A pureza das proteinas foi avaliada
atraves por SDS-PAGE 15% e a quantificacdo pelo kit BCA™Potein Assay (Pierce)

seguindo as instrucdes do fabricante.

5. Inoculagdo em camundongos
Camundongos BALB/c, machos e fémeas, cinco animais em cada grupo, com

aproximadamente sete semanas de idade, foram inoculados com as proteinas
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recombinantes purificadas. Duas doses intramusculares (IM) de 50 ug de proteina
foram administradas em um intervalo de 21 dias. Utilizou-se 15% de hidréxido de
aluminio como adjuvante. Além das proteinas, inoculou-se um grupo com solucéo
salina 0,85% acrescida do adjuvante, atuando como controle negativo e um grupo
com uma bacterina comercial. O sangue dos animais foi coletado um dia antes da
primeira imunizagéo e nos dias 21, 42, 63, 84 e 105 do plexo venoso retrocular. Os

soros foram separados por centrifugacao e congelados a -20 °C.

6. Avaliacdo da resposta imune por ELISA

A resposta imune foi monitorada por ELISA indireto, com o soro individual de
cada animal inoculado com as proteinas recombinantes. Os soros de todos os
animais do grupo foram confrontados com a proteina neles inoculadas, a qual servia
como antigeno da reacdo. Placas de poliestireno foram sensibilizadas com as
proteinas recombinantes em uma concentracdo de 100 ng por poco, diluidas em
tampdo carbonato bicarbonato pH 9,6, e incubadas overnight a 4. Apoés
incubacdo, foram lavadas com PBS-T (PBS acrescido de 0,05% Tween 20) e
blogueadas com solucéo de bloqueio (5% de leite em p6 desnatado diluido em PBS)
por 2 h a 37 °C. Os soros dos camundongos foram diluidos 1:50, em solucéo de
bloqueio, adicionados na placa apés nova lavagem, e mantidos por 2 h a 37 °C. As
placas foram lavadas, e adicionou-se o soro anti-imunoglobulina de camundongo
conjugado com peroxidase (Sigma Aldrich) em uma diluicdo de 1:4.000, incubando-
se novamente a 37 °C por 1 h. As reacbes foram reveladas com o substrato o-
Phenylenediamine Dihydrochloride (OPD) acrescido de peréxido de hidrogénio, por
15 min, apoés lavagens. A reacéo foi parada com 50 pl da solucdo de &cido sulfarico
1 N. A leitura da densidade o6ptica foi feita em filtro de 492 nm em leitor de ELISA
(Dynatech Labs. Inc., Chantilly, VA, USA).

7. ELISA com extrato de célula

Para avaliar a capacidade dos anticorpos induzidos nos soros de
camundongos inoculados com as proteinas recombinantes, quanto ao
reconhecimento de proteinas nativas de M. hyopneumoniae, foi realizado um ELISA
com extrato de célula. Placas de poliestireno foram sensibilizadas com 100 ul/poco
de lisado de célula de M. hyopneumoniae cepa 7448, na diluicdo 1:800, dissolvido
em tampdo carbonato bicarbonato pH 9,6, incubadas overnight a 4 °C. Depois
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incubadas a -70 °C por 2 h e descongeladas a temperatura ambiente, as placas
foram lavadas com PBS-T e bloqueadas com 200 pul de solugédo de bloqueio 5%
overnight a 4 °C. Pool de soros de cada grupo dos camundongos, das coletas do dia
anterior a primeira imunizacdo e do dia 84, foram diluidos 1:20 em solucédo de
bloqueio, adicionados na placa apés nova lavagem, e mantidos por 3 h a 37 °C. As
placas foram lavadas, e adicionou-se o soro anti-imunoglobulina de camundongo
conjugado com peroxidase (Sigma Aldrich) em uma diluicdo de 1:4.000, incubando-
se novamente a 37 °C por 1 h. As reacdes foram reveladas conforme descrito no

item 6.

8. Reconhecimento dos antigenos recombinantes em so  ros de suinos SPF,
imunizados e naturalmente infectados

Utilizando amostras de soro de suinos SPF, imunizados (fornecidos pelo
CNPSA - Embrapa, Concoérdia, SC) e de animais naturalmente infectados
(provenientes de um rebanho comercial com sinais clinicos e lesdes patoldgicas
compativeis com PES), foi avaliada a capacidade de reacdo destes antigenos
recombinantes com os anticorpos produzidos durante a infecgdo. Os soros foram
testados pela técnica de Western blot e por ELISA.
8.1. Western blot

As proteinas recombinantes, apos eletroforese em gel de poliacrilamida 12%,
sob condicbes redutoras de acordo com Laemmli (1970), foram transferidas para
uma membrana de nitrocelulose (GE Healthcare), seguindo as instru¢bes do
fabricante (Mini transblotter, Bio-Rad). As membranas foram incubadas em solugao
de bloqueio 5%, overnight a 4 °C. Os soros de suinos utilizados foram diluidos 1:100
em solucéo de bloqueio, e previamente adsorvidos com o extrato da cepa na qual as
proteinas foram expressas (E. coli BL21(DE3) Ril). Apds lavagem, a membrana foi
incubada com os soros por 2 h a 37 °C. O anticorpo anti-lgG suino conjugado com
peroxidase (Sigma) foi utilizado na diluicdo 1:6000 em solucdo de bloqueio, apés
nova lavagem da membrana, por 1 h a 37 °C. As reacdes foram reveladas com DAB
e 0,5 % de peroxido de hidrogénio diluidos em PBS.
8.2. ELISA

No ELISA a concentracdo das proteinas recombinantes utilizadas para
sensibilizar as placas variaram entre 5 e 50 ng por poco, de acordo com o0s

resultados obtidos na padronizacdo. Foram diluidas em tampdo carbonato
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bicarbonato pH 9,6, e incubadas a 4 °C overnight. As placas foram lavadas e
incubadas com 200 pl de solugéo de bloqueio 5% por 2 h a 37 °C. Sendo novamente
lavadas e adicionado os soros suinos, diluidos 1:100 em solucéo de bloqueio, por 2
h a 37 °C. O anticorpo anti-IgG suino conjugado com peroxidase (Sigma) 1:6000, foi
adicionado apdés nova lavagem e incubado a 37 °C por 1h. As reacdes foram
reveladas com OPD (Sigma) e peréxido de hidrogénio, parada com acido sulfarico 1
N, e lida em leitor de ELISA com filtro de 492 nm. Foram avaliados 22 soros de
suinos naturalmente infectados, 3 soros de suinos imunizados com a cepa 7448, e 5
soros de suinos SPF, os quais serviram como controle negativo, € um soro como

controle positivo da reacdo. Todos testados em triplicatas.

9. Analise estatistica

Os resultados do ensaio de sorologia dos camundongos vacinados e dos
suinos SPF e naturalmente infectados foram comparados utilizando teste T. Todas
as andlises estatisticas foram realizadas no nivel de 5% de significancia atravées do

programa GraphPad Prism 4 (GraphPad Software).

RESULTADOS
1. Selecéo das CDS

Com o auxilio dos programas de bioinformatica foram selecionados e
desenhados primers para 18 regides codificadoras (CDS) pertencentes ao grupo de
proteinas transmembrana da cepa 7448 de M. hyopneumoniae. De uma das regifes
codificadoras foi selecionado duas regidbes, C e N-terminal. No total foram
selecionados 19 fragmentos.

2. Amplificacéo, clonagem e caracterizacdo dos gene s

Todos os fragmentos selecionados foram amplificados pela técnica de PCR,
sendo que destes trés possuiam TGA e foram submetidas a mutagénese sitio-
dirigida. Uma aliquota do produto de PCR das sequéncias amplificadas foi
submetida a ligacdo no vetor Champion pET200D/TOPO His-Tag (Invitrogen) e a
transformacdo em células de E. coli Top 10 (Invitrogen) eletrocompetentes. Apos
triagem r4pida, diversos clones foram caracterizados como recombinantes, sendo

alguns deles selecionados e o seu DNA plasmidial extraido e submetido a
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caracterizacdo enzimética, confirmando a presenca e a orientacdo do inserto. Dos

19 fragmentos amplificados, 17 deles foram clonados e caracterizados (Tabela 2).

Tabela 2. Identificacdo dos alvos, regido amplificada, tamanho e resultados obtidos

Gi Regido Amplificada Tamanho Tamanho Clonada
(Cddigo Genbank) (aa) (pb) Proteina (kDa)
Gi|72080875 31- 386 1086 41 Sim
Gi|72080747N 67-284 672 26 Sim
Gi|72080747C 904 -1199 906 31 Sim
Gi|72080970 131 - 345 666 26 Sim
Gi|72080361 238 - 665 1305 50 Sim
Gi|72080362 16 - 298 867 35 Sim
Gi|72080363 * 278 - 671 1204 42 Sim
Gi|72080580 20 -195 550 22 Sim
Gi|72080587 * 248 - 748 1525 60 Sim
Gi|72080604 123 - 311 589 23 Sim
Gi|72080665 1-172 516 21 Sim
Gi|72080719 1-257 768 29 Sim
Gi|72080669 56 - 264 624 25 Sim
Gi|72080680 1-166 495 19 Sim
Gi|72080775 31-512 1443 56 Nao
Gi|72080811 258 - 524 798 31 Sim
Gi|72080818 2-284 846 32 Nao
Gi|72080820 576 - 744 504 20 Sim
Gi|72080924 110 - 379 807 31 Sim

*: Indicam as CDS que foram submetidas a mutagénese sitio-dirigida.

3. Expresséo e purificacao

Os clones caracterizados por restricAo enzimatica e que apresentaram o
inserto do tamanho esperado foram submetidos a transformacgéo por choque térmico
na cepa de expressao E. coli BL21(DE3) Ril. Antes de serem expressas em grandes
quantidades, as proteinas foram avaliadas em menor volume quanto a sua
solubilidade e expressdo. Todas as proteinas expressas demonstraram-se
insollveis, sendo entdo solubilizadas com agente desnaturante. Como o vetor de

expressdo utilizado (pET200D/TOPO His-tag) permite a fusdo de 6 residuos de
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histidina na porcdo N-terminal das proteinas recombinantes, as mesmas foram
purificadas por cromatografia de afinidade. Dos 17 clones, oito proteinas
recombinantes foram expressas e purificadas com sucesso, em concentracoes
variadas, mas suficientes para as imunizacdes e demais testes realizados (Fig. 1).
Das oito proteinas purificadas apenas a 747N ndo foi utilizada para inoculagcdo em

animais, devido ao seu baixo grau de pureza.

26 kDa

19 KDa

Fig. 1. Gel de poliacrilamida 12% corado com Comassie Blue mostrando as sete
proteinas recombinantes purificadas. Coluna 1, Marcador BenchMark™ Pre-Stained
Protein Ladder; coluna 2, 363 (42 kDa); coluna 3, 665 (21 kDa); coluna 4, 669 (25
kDa); coluna 5, 811 (31 kDa); coluna 6, 820 (20 kDa); coluna 7, 924 (31 kDa); coluna
8, 747C (31 kDa).

4. Resposta imune humoral

A capacidade das proteinas recombinantes estimularem anticorpos
especificos foi determinada apds a imunizacdo de camundongos, através de um
ELISA indireto. Os grupos de animais inoculados foram assim identificados: grupo A:
controle negativo (solucéo salina + adjuvante), B: proteina 363, C: 669, D: 747C, E:
811, F: 820, G: 924, H: 656 e o grupo |: animais inoculados com a bacterina. O perfil
imunogénico avaliado das sete proteinas inoculadas demonstrou que todas foram
capazes de induzir uma resposta imune especifica, apresentando significancia
estatistica quando comparadas com o grupo controle. Os testes de ELISA realizados

com 0s soros dos animais imunizados com estes antigenos apresentaram uma
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resposta imune elevada ja a partir do 21° dia ap6s a inoculagéo. Esta resposta
aumentou ainda mais apds a 22 dose, apresentando um aumento progressivo até o
42° dia, e ap0s mantendo-se constante. A proteina que induziu uma maior resposta
foi a 665, enquanto que a proteina 924 induziu a menor resposta imune, dentre
todas testadas. A Fig. 2 demonstra as respostas de todas as proteinas até o 84° dia

apo6s a inoculacéo.

Soros Camundongos
0,800
0,700 -
T T
0,600 = K ——820
—l— 924
£ 0,500 ; 669
AN
& 0,400 065
ot —%—811
Q
< 0,300 - —e—363
__‘7 4* —t— 747C
0,200 - Sol Salina
0,100 - ar,
0 21 42 63 84
Dias ap0s a inoculagao

Fig. 2. Resposta imune humoral dos animais inoculados com as proteinas
recombinantes e do grupo controle negativo (salina/Al(OH)3). Mensurada através de
ELISA e expressa em absorbancia, representando a média e o desvio padrao das

coletas de cada grupo.

5. ELISA com extrato de célula

Todos os soros dos grupos de animais inoculados foram avaliados contra o
extrato de células totais de M. hyopneumoniae cepa 7448. Foram comparadas as
respostas do pool de soros de cada grupo, da coleta anterior a imunizacéo (pre-
imune) com o dia 84 (imune). As proteinas 811 e 665 apresentaram diferenca
estatistica significativa nos valores de absorbancias dos soros pré-imune para o

imune (Fig. 3).
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0,7 ~

0,6

0,5 -

0,4 | Pré-imune

m Imune

0,3 -

Abs 492 nm

0,2

0,1+

Sal. Bact. 363 669 747C 811 820 924 665

Soros camundongos

Fig. 3. Resposta de IgG anti M. hyopneumoniae nos soros de camundongos
inoculados com as proteinas recombinantes utilizando ELISA com extrato de células.
Foi avaliado pool de soro dos dias O (pré-imune) e 84 (imune), de cada grupo de
animal inoculado com as proteinas recombinantes, com a bacterina e com 0 grupo

controle negativo (sal.). * p< 0,05 em comparagao ao soro pré-imune.

6. Reconhecimento dos antigenos recombinantes por s oros de suinos SPF,
imunizados e naturalmente infectados

Pela técnica de Western blot, as proteinas foram confrontadas com 10
diferentes soros de suinos provenientes de um rebanho comercial, necropsiados e
com lesdes sugestivas de pneumonia enzodtica suina, trés soros de animais
imunizados com a cepa 7448, avaliados em pool, e um soro de animal SPF. Quatro
proteinas foram reconhecidas pelo soro de alguns dos animais naturalmente
infectados. Todos os soros foram capazes de reconhecer o extrato protéico de M.
hyopneumoniae. A proteina 747N foi a Unica reconhecida no soro dos animais
hiperimunes. As identificagfes dos soros e das proteinas, bem como sua reatividade

encontram-se listados na tab. 3.
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1 Tabela 3. Reatividade das proteinas recombinantes frente aos soros suinos.
Proteina  Provével Soro Soro  Soro Soro  Soro Soro Soro  Soro  Soro Soro  Soro  Pool
(Gi) Funcéo 2 12 23 24 27 33 38 41 45 46 SPF  Imun*
72080363  Transportadora
ABC
72080669  Serina +**

Protease

72080747C ICEF-II

72080811  Proteina

Hipotética
PR oteta
72080924 Eirggiiért]%a + + + + + + +
72080665 Eiirg:ﬁiért]ii‘:a +
72080747N  ICEF-II + + + + + + + +
Extrato MH + + + ¥ ¥ + ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥
2  *:Pool de soro dos animais hiperimunes (695, 704 e 731).
3 ** Sinal + indica reag&o positiva.
4
5 Dentre as proteinas testadas, duas delas, 747N e 924, destacaram-se pela
6 sua capacidade antigénica, sendo reconhecidas por um maior niumero de soros.
7 Ambas reagiram com sete dos dez soros testados (Fig. 4).
8
9
10
1 31 kDa
12
13 26 kDa |
14
15
16
17 . :
18 Figura 4. Western blot demonstrando a reatividade das proteinas recombinantes
19 com o soro 41. Coluna 1: Extrato M. hyopneumoniae; coluna 2: 363 (42 kDa); coluna
20 3, 669 (25 kDa); coluna 4, 747C (31 kDa); coluna 5, 811 (31 kDa); coluna 6, 820 (20
21  kDa); coluna 7, 820 (20 kDa); coluna 8, 924 (31 kDa); coluna 9: 665 (21 kDa); coluna
22 10: 747N (26 kDa). As setas indicam a reacdo das proteinas: 924, 665 e 747N,
23  respectivamente.



37

Mediante ELISA, todas as proteinas confrontadas com 22 soros de suinos
naturalmente infectados apresentaram uma reacgdo estatisticamente significativa
guando comparadas com soros de animais SPF, demonstrando a capacidade destes
antigenos em reagir com anticorpos produzidos durante infec¢cdo natural por M.
hyopneumoniae. As meédias dos soros, avaliados em triplicatas, dos animais

naturalmente infectados e SPF, bem como a sua dispersao estdo demonstradas na
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0.9+
0.8+

Abs 492 mm

Soros Suinos

Naturalmente
infectados
C—JSPF

0.0

Proteinas recombinantes

Fig. 5. Avaliacdo antigénica pela técnica de ELISA das proteinas recombinantes

contra soro suino naturalmente infectado. Média dos soros dos animais SPF

(branco) e naturalmente infectados (pontilhada) é tracada no interior das caixas.
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DISCUSSAO
Vacinagdo tem sido uma importante ferramenta preventiva no controle da

infeccdo por M. hyopneumoniae e para as consequéncias nocivas da doenca,
porém, a eficacia da imunizacdo varia de rebanho para rebanho, de fatores
ambientais e de praticas de manejo (Reynolds et al., 2008). No entanto, as vacinas
disponiveis comercialmente conferem apenas uma protecdo parcial aos suinos
(Haesebrouck et al., 2004). A necessidade de vacinas com maior potencial protetor,
de facil obtencéo tem estimulado as pesquisas na busca por antigenos protetores. O
sequenciamento de trés cepas de M. hyopneumoniae (Minion et al., 2004;
Vasconcelos et al., 2005) permite utilizar a abordagem gendémica na producao de
vacinas denominada vacinologia reversa (Rappuoli, 2000), as quais poderao
contribuir no desenvolvimento de novas e mais eficientes formulacdes de vacinas
contra a PES.

Neste estudo, antigenos de M. hyopneumoniae pertencentes ao grupo de
proteinas transmembrana foram avaliados como candidatos a vacina e para
utilizacdo no sorodiagnodstico da PES. Estes antigenos foram primeiramente
avaliados quanto a sua possivel relagdo com a antigenicidade e a patogenicidade
através de programas de bioinformética, e também quanto ao nimero de codons
triptofano neles existentes, pois micoplasmas nao utilizam o cédigo genético padrao.
O aminoacido triptofano nestas espécies é codificado pelo cédon TGA (Razin et al.,
1998), o qual é um cdédon de terminacdo na maioria dos organismos. A substituicao
na sequéncia do DNA do codon TGA para o cdédon TGG é necessaria para a
expressdo de proteinas de M. hyopneumoniae em sistemas heterdlogos. A
mutagénese sitio-dirigida através de PCR com extensdo de regido sobreposta,
descrita por Ho et al. (1989) e adaptada por Simionatto et al. (2006), foi a
metodologia utilizada com sucesso para realizar a substituicdo neste estudo.

A metodologia de clonagem utilizada foi eficiente, permitindo a obtencéo de
todos os antigenos de M. hyopneumoniae selecionados, mesmo sendo um genoma
rico em AT (72%) (Vasconcelos et al., 2005), o que de certa forma dificulta o
desenho de primers e a amplificagcdo dos genes. E. coli foi utilizada para expresséo
de proteinas heterodlogas, a qual é considerada um dos mais atrativos sistemas, pelo
seu rapido crescimento, utilizando substratos de baixo custo, além de ser o
microrganismo mais bem caracterizado geneticamente (Baneyx, 1999). As proteinas

recombinantes de M. hyopneumoniae foram predominantemente expressas na forma
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insolavel, consequéncia da super-expressdo destes antigenos, levando a formacao
de corpusculos de inclusdo, os quais sdo agregados insollveis de proteinas
(Georgiou & Segatori, 2005). No entanto o protocolo de solubilizacdo com uréia
adotado nesse estudo foi eficiente para a obtencéo destas proteinas.

Sete proteinas recombinantes de M. hyopneumoniae foram avaliadas em
camundongos como vacinas de subunidade, quanto a suas caracteristicas
imunogénicas e antigénicas. Analise da resposta de anticorpos no soro de
camundongos vacinados revelou que todas elas foram capazes de induzir uma
resposta imune humoral especifica. A proteina 665, uma proteina hipotética,
destacou-se entre as demais, apresentando a melhor resposta tanto no ELISA
indireto, quanto no ELISA com extrato de célula de M. hyopneumoniae, sugerindo
que este antigeno possa ser um importante candidato em formulacfes de vacinas.
Chen et al. (2008), avaliando a resposta imune em camundongos, de potenciais
antigenos recombinantes de M. hyopneumoniae fornecidos como um coquetel de
DNA e de proteinas recombinantes, obtiveram uma forte resposta de IgG no grupo
inoculado com o coquetel de proteinas, e uma menor resposta quando inoculados
com o coquetel de DNA, mas a imunizagcdo com a combinagao de ambas as vacinas
apresentou uma forte resposta humoral e Thl. No entanto, os mecanismos imunes
responsaveis pela protecdo contra M. hyopneumoniae sdo complexos e nao estao
bem esclarecidos (Reynolds et al., 2008). Thacker et al. (2000) sugeriram que a
erradicacao do patdégeno é dependente da presenca de anticorpos no soro, e do
aumento de imunidade mediada por célula, durante a infeccdo. Isso revela a
importancia de ambas as respostas na busca de antigenos promissores. Estudos
com diferentes vias de inoculacdo e formulacdes de vacinas, além de outras
formulacdes de adjuvante, necessitam ser conduzidos para avaliar a inducdo de uma
resposta imune mediada por células com esses alvos, ja que todos eles mostraram-
se capazes de induzir uma resposta humoral quando avaliados em camundongo.
Outra informacé&o importante encontrada, diz respeito ao ndo reconhecimento destes
antigenos pelo soro de animais imunizados com a vacina comercial (dados né&o
apresentados), indicando que estas proteinas podem nédo estar sendo expressas in
vitro, em cultivos de M. hyopneumoniae utilizados para a producéo de bacterinas.

O reconhecimento de proteinas no soro de animais naturalmente infectados
indica que estas proteinas estdo presentes in vivo durante a infec¢cdo. Mediante

ELISA foi possivel demonstrar que todas as proteinas apresentaram uma reagao
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significativa com o0s soros suinos naturalmente infectados avaliados, quando
comparados com o soro dos animais SPF. No entanto, quando analisadas por
Western blot, foi possivel destacar duas proteinas das demais, a 924 uma proteina
hipotética e a 747N, uma provavel ICEF- Il. Estes antigenos foram capazes de
reconhecer anticorpos em sete dos dez soros avaliados. A producdo de proteinas
recombinantes de M. hyopneumoniae em E. coli, tem sido sugerida como alternativa
nao somente para producao de vacinas, mas também para testes de diagnostico da
PES. Alguns estudos tém demonstrado que proteinas recombinantes sdo capazes
de reconhecer anticorpos contra M. hyopneumoniae por ELISA (Jang & Kim, 2007;
Okada et al., 2005). Esta técnica é considerada util para a detec¢do de anticorpos
contra este microrganismo, pelo seu baixo custo, facil execucéo e possibilidade de
analise de um grande namero de amostras em curto espaco de tempo (Sibila et al.,
2008). Isso viabiliza a realizacdo de diagnéstico de rebanhos, a fim de monitorar a
incidéncia da PES e detectar a presenca da doenca antes mesmo do aparecimento
dos sinais clinicos e ocorréncia de significativas perdas econdémicas.

No presente trabalho foi possivel demonstrar que oito proteinas
transmembrana de M. hyopneumoniae, até entdo ndo estudadas, sdo altamente
Imunogénicas e expressas durante a infeccdo, sugerindo que as mesmas possam
representar antigenos potenciais para o desenvolvimento de novas abordagens
vacinais contra a PES, bem como sua utlizacdo em testes diagnosticos.
Certamente, a resposta imune de camundongos nao pode ser extrapolada, mas os
resultados obtidos justificam investigagdes adicionais em experimentos de desafios

em suinos.
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4. CONCLUSAO

Levando-se em consideracao os resultados obtidos neste trabalho, pode-se
concluir que:
* As técnicas utilizadas para clonagem, expressdo e purificacdo foram

eficientes para a obtencdo de proteinas recombinantes de M. hyopneumoniae.

* A metodologia desenvolvida para mutagénese sitio-dirigida possibilitou a

expressao de antigeno de M. hyopneumoniae em E. coli.

* Todas as proteinas induziram uma resposta imune, quando avaliadas em

camundongos.

» As proteinas que foram reconhecidas no soro de suinos naturalmente
infectados e que apresentaram uma resposta imune em camundongos sdo alvos
potenciais para serem avaliadas como vacinas de subunidade e/ou em testes

soroldgicos para diagndstico da PES.

* Mais estudos séo necessarios e estdo sendo conduzidos para uma melhor
caracterizacdo destes alvos, como, por exemplo, a validacéo de testes diagndsticos

e a realizacdo de experimentos de desafio em suinos.
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