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Resumo

GOMES, Charles. Pneumonia Enzoética Suina: Isolamento do agente e
expressdo de antigeno recombinante em Pichia pastoris 2014. 58f. Dissertacdo
(Mestrado) - Programa de Pds-Graduacao em Biotecnologia. Universidade Federal de
Pelotas, Pelotas.

O Mycoplasma hyopneumoniae é o agente causador da Pneumonia Enzodtica Suina
(PES), uma das principais doencas respiratérias dos suinos. A PES é uma doenca
que afeta suinos no mundo todo, causando grandes perdas econbmicas para a
industria suinicola. A vacinacdo é o método mais eficaz para o controle da PES. As
vacinas comerciais disponiveis no mercado sdo bacterinas, produzidas a partir da
bactéria inteira inativada e conferem apenas protecao parcial aos suinos. Além das
bacterinas, proteinas recombinantes de M. hyopneumoniae produzidas em
Escherichia coli vem sendo testadas como potenciais alvos vacinais. Este trabalho
teve dois objetivos principais: (1) a obtencéo de isolados de M. hyopneumoniae a partir
de amostras de pulmao coletadas em frigorifico, visando conhecer a diversidade
genética das cepas circulantes no RS; e (2) a expressédo de uma quimera, compostas
por trés antigenos de M. hyopneumoniae (P42, R1 e NrdF) fusionados a um adjuvante
de mucosa, na levedura Pichia pastoris, visando a obtencdo de uma proteina expressa
em grande quantidade e com um dobramento diferenciado da proteina expressa em
E. coli. Para o isolamento, 62 amostras de pulméo foram coletadas, processadas e
cultivadas. Os isolados de M. hyopneumoniae obtidos apresentaram contaminacao
com outros Mycoplasma spp. Nao foi possivel obter isolados puros para proceder com
o estudo de diversidade genética. Para a expressado da quimera em Pichia pastoris, 0
gene sintético da quimera foi eficientemente clonado na cepa KM71H, e a expressao
dessa proteina foi observada por Western blot. Tanto o isolamento do agente quanto
a expressdo de antigenos recombinante sdo passos importantes para o0
desenvolvimento de uma vacina mais efetiva para o controle da PES.

Palavras-chave: Mycoplasma hyopneumoniae, isolamento, vacinas, PES, quimera
sintética, Pichia pastoris.



Abstract

GOMES, Charles. Enzootic Pneumonia: Isolation of the agent and expression of
recombinant antigen in Pichia pastoris 2014. 58f. Dissertagdo (Mestrado) -
Programa de PoOs-Graduacdo em Biotecnologia. Universidade Federal de Pelotas,
Pelotas.

Mycoplasma hyopneumoniae is the causative agent of Enzootic Pneumonia (EP), one
of the main respiratory diseases in pigs. The EP is a disease that affects pigs
worldwide, causing major economic losses to the pig industry. Vaccination is the most
effective method to control the EP. Commercial vaccines available on the market are
bacterins, produced from whole-cell inactivated bacteria, and confer only partial
protection for the pigs. In addition to the bacterins, recombinant M. hyopneumoniae
proteins produced in E. coli have been tested as potential vaccine targets. This study
had two main objectives: (1) obtaining isolates of M. hyopneumoniae from lung
samples collected from an abattoir, aiming at assessing the genetic diversity of strains
circulating in the RS, and (2) the expression of a chimera composed by three M.
hyopneumoniae antigens (P42, R1 and NrdF) fused with a mucosal adjuvant, in the
yeast Pichia pastoris in order to obtain the antigen in a large amount and with a
different folding to the protein expressed in E. coli. For isolation, 62 lung samples were
collected, processed and cultured. M. hyopneumoniae isolates obtained were
contaminated with other Mycoplasma spp. It was not possible to obtain a pure isolated
to proceed with the study of genetic diversity. For expression of a chimera in Pichia
pastoris, the chimera synthetic gene was efficiently cloned in KM71H strain, and
expression or the protein was observed by Western blot. Both, the insolation of the
agent, as well as the expression of recombinant antigens, are important steps for the
development of an effective vaccine for the control of EP.

Keywords: Mycoplasma hyopneumoniae, isolation, vaccines, EP, synthetic chimera,
Pichia pastoris.
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1 INTRODUCAO GERAL

1.1 Pneumonia Enzootica Suina

A Pneumonia Enzodtica Suina (PES), causada pelo Mycoplasma
hyopneumoniae, é uma das principais doencas respiratérias dos suinos. O M.
hyopneumoniae destréi o principal mecanismo de defesa inespecifico do trato
respiratério, o elevador mucociliar (DeBey & Ross, 1994), pré-dispondo os suinos a
patdgenos secundarios (Thacker & Minion, 2010). A PES é uma doenca contagiosa
caracterizada por uma broncopneumonia catarral que, clinicamente manifesta-se por
tosse seca cronica, atraso no ganho de peso, alta morbidade e baixa mortalidade
(Sobestiansky, Barcellos, et al., 1999). O M. hyopneumoniae também esta
intimamente envolvido no complexo da doenca respiratéria dos suinos (PRDC) (Pésa
et al., 2013). Este complexo respiratorio inclui tanto agentes bacterianos quanto virais.
A presenca de M. hyopneumoniae em um rebanho é um importante fator de risco para
o desenvolvimento da PRDC (Sibila et al., 2009).

A PES afeta suinos de todas as idades, porém a forma clinica da doenca é
mais comum nos animais da fase de crescimento e terminacdo. A transmissao ocorre
por contato direto, indireto e através de aerossois eliminados durante os acessos de
tosse (Desrosiers, 2011). Variaveis ambientais e de manejo favorecem a sua
ocorréncia e severidade, por isso é considerada uma doenca multifatorial. As perdas
econbmicas séo decorrentes de quedas na produtividade que podem chegar a 20%
sobre a conversao alimentar e até 30% sobre o ganho de peso, dependendo da
gravidade das lesdes e das infec¢cdes secundarias (Sobestiansky, Barcellos, et al.,
1999). Na regidao Sul do Brasil, que representa cerca de 80% do abate nacional,
constatou-se que 55% dos suinos de abate apresentavam lesées sugestivas de PES

e 100% dos rebanhos examinados estavam afetados (Sobestiansky, Costa, et al.,
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1999). Estima-se que a PES possa atingir até 100% de prevaléncia nos rebanhos em
todo o mundo (Maes et al., 2008; Thacker & Minion, 2010).

A avaliagdo da doenca respiratoria dentro de um rebanho suino pelo score de
lesdo pulmonar, feita no momento do abate, é frequentemente utilizada para estimar
a incidéncia de PES e o seu impacto no pre¢co de mercado da carcaca (Davies et al.,
1995). No entanto les6es PES nédo sdo patognomdnicas como em outros organismos,
o virus da influenza suina (SIV) pode produzir lesdes semelhantes (Thacker et al.,
2001). Devido a subjetividade envolvida na estimativa visual da propor¢cao de pulméao
lesionada e a falta de especificidade do diagnéstico destas lesbes, faz com que seja
necessaria a utilizacdo dos métodos de confirmagcdo adicional, como cultura
bacteriologica, diagnostico soroldgico, diagnéstico por PCR, imunofluorescéncia e
imunohistoquimica (Thacker, 2004; Sibila et al., 2009; Simionatto et al., 2013).

1.2 O agente Mycoplasma hyopneumoniae

Mycoplasma hyopneumoniae é parte do filo Firmicutes, classe Mollicutes,
ordem Mycoplasmatales, familia Mycoplasmataceae, género Mycoplasma. Devido ao
fato de pertencerem a classe Mollicutes diferem fenotipicamente de outras bactérias
por seu tamanho diminuto (0,2 a 0,5 um) e auséncia de parede celular (Razin et al.,
1998). Apesar das diferengas fundamentais entre micoplasmas e outras bactérias,
muitos aspectos da biologia molecular dos micoplasmas sdo semelhantes aos de
bactérias gram-positivas (Thacker & Minion, 2010). Os micoplasmas sdo 0s menores
microrganismos auto-replicantes de vida livre conhecidos. Eles também tém genomas
pequenos e circulares (580 -1350 kb) com um alto teor de A + T (cerca de 70%). Os
micoplasmas sdo parasitas espécie-especificos, encontrados na mucosa, que em
funcd@o de ndo possuirem parede celular, apresentam algumas caracteristicas como:
polimorfismo, sensibilidade a véarias condicbes ambientais, tais como a presséo
osmotica, detergentes e resisténcia aos antibidticos que interferem na sintese da
parede celular (Maes et al., 1996). Como a maioria dos membros da classe molicutes,
0 M. hyopneumoniae traduz o codon UGA em triptofano em vez de reconhecé-lo como
um codon de parada. Isto cria uma barreira para a expressdo de proteinas

recombinantes (Minion et al., 2004; Vasconcelos et al., 2005).
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M. hyopneumoniae € um organismo fastidioso e embora ele cres¢ca melhor sob
condicbes aerObicas, € capaz de crescer sob condicbes anaerdbicas e,
consequentemente, deve ser considerado como uma bactéria anaerdbia facultativa.
O colesterol € necessario para o crescimento (como para todos os micoplasmas) e
arginina inibe o crescimento de M. hyopneumoniae (Stemke & Robertson, 1990). O
organismo requer um meio de crescimento rico e elaborado (Hwang et al., 2010) e
nao cresce em meio de agar apos o isolamento primario (Razin & Freundt, 1984). Para
o0 isolamento, uma passagem em caldo é necessaria em primeiro lugar (Friis, 1975).

Uma mudanca no pH é&cido, sem turvagdo, caracteriza o crescimento do
Mycoplasma. O M. hyorhinis cresce mais rapido do que o M. hyopneumoniae e vai
sobrepor-se facilmente ao crescimento do M. hyopneumoniae quando ambos estédo
presentes na amostra. A alteracdo do pH nos primeiros dias de incubacdo é
geralmente causada por M. hyorhinis, que ao contrario do M. hyopneumoniae, provoca
uma mudanca no pH mais demorada, 5-6 dias pés incubacdo, mas até 14 dias podem
ser necessarios para a mudanca de pH de ocorrer. Apés a alteracao do pH, a cultura
€ repicada em meio agar e incubada durante 1-3 semanas, até que as colbnias
possam ser observadas (Friis, 1975). As col6nias desenvolvidas em meio sélido séo
muito pequenas, de até 0,5 mm de diametro. A aparéncia tipica "ovo frito" (parte
central da colénia cavando no meio com agar) da maioria das coldnias de micoplasma,
porém nao é tipico de M. hyopneumoniae (Friis, 1975).

O processo de isolamento dessa bactéria requer muitos passos e pode durar
meses antes de um isolado purificado ser obtido. Devido ao seu crescimento lento,
culturas de M. hyopneumoniae podem ser facilmente contaminadas por outros
micoplasmas, bactérias ou fungos, em qualquer passo do isolamento devido ao fato
do meio ser muito rico e conter uma grande quantidade de soro (10% de soro equino
e 10% de soro de suino). E, portanto, extremamente importante que o trabalho seja
feito de forma asséptica, para evitar qualquer possivel contaminagdo. A composi¢cao
do meio de crescimento também €& muito importante, minimas alteragcbes podem
influenciar no crescimento deste microrganismo (Calus et al., 2010).

Dois outros micoplasmas patogénicos sédo frequentemente encontrados em
suinos: M. hyorhinis, que é responsavel pela poliserosite em suinos jovens e M.
hyosynoviae, que esta associado com artrite em suinos em fase de crescimento e
terminacdo (Friis & Feenstra, 1994; Feenstra et al., 1994; Kobisch & Marois, 2008).

Além disso, recentes estudos mostraram que o mesmo rebanho, ou 0 mesmo animal,
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pode estar infectado por mais de uma cepa de M. hyopneumoniae simultaneamente
(Nathues et al., 2011; Vranckx et al., 2011).

1.3 Diversidade genética

Alta heterogeneidade genética tem sido demonstrada entre isolados de M.
hyopneumoniae em todo mundo usando varias técnicas de caracterizagcdo, como
RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) (Artiushin & Minion, 1996), AFLP
(Amplified Fragment Length Polymorphism) (Kokotovic et al., 1999) e PFGE (Pulsed
Field Gel Eletrophoresis) (Stakenborg et al., 2005). No entanto, a técnica de RAPD
tem demonstrado taxas de reprodutibilidade fracas entre diferentes laboratérios, e as
técnicas de AFLP e PFGE sao consideradas laboriosas. Assim, novas técnicas tém
sido desenvolvidas nos ultimos anos. A técnica de MLVA (Multiple-Locus Variable
number tandem repeat (VNTR) e a técnica de RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphisms) sdo dois métodos que podem ser facilmente realizados, séo
reprodutiveis e tém um alto poder discriminatério (Stakenborg et al., 2006; Vranckx et
al., 2011; Marois-Cre’han et al., 2012). O ensaio MLVA foi descrito como uma
ferramenta para diferenciar cepas M. hyopneumoniae em amostras coletadas do trato
respiratério sem necessidade de um cultivo prévio (Vranckx et al., 2011), métodos de
caracterizacao que requerem o cultivo dos organismos sdo menos interessantes para
0 M. hyopneumoniae, em fungéo do cultivo ser muito demorado, trabalhoso e nem
sempre bem sucedido. Estudos anteriores mostraram existir heterogeneidade
genética entre isolados provenientes de diferentes granjas (Stakenborg et al., 2005;
Mayor et al., 2007; Nathues et al., 2011). No entanto, outros relatos demonstraram
encontrar ambas, heterogeneidade e homogeneidade genética entre isolados de um
mesmo rebanho (Maes et al., 2008; Marois-Cre han et al., 2012). Isolados de campo
de M. hyopneumoniae também tem mostrado variabilidade com relagéo a viruléncia
(Vicca et al., 2003). A maioria dos micoplasmas, incluindo M. hyopneumoniae, séao
parasitos obrigatorios e ndo podem se multiplicar fora do hospedeiro. Para sobreviver
e se adaptar a mudanga em um ambiente e no hospedeiro, a diversidade é, portanto,
essencial nestes organismos (Vranckx et al., 2011).

O M. hyopneumoniae se adere a superficie da mucosa do epitélio pulmonar.

Isto € conseguido através das adesinas, que sdo proteinas, que se ligam a mucina



18

(Jenkins et al., 2006; Wilton et al., 2009). Uma vez no trato respiratério, a bactéria
atravessa a camada de muco e se adere ao epitélio ciliado, iniciando a colonizagéo.
Embora o mecanismo exato pelo qual o M. hyopneumoniae se adere aos cilios
respiratorios ndo seja bem conhecido, sabe-se que proteinas de superficie estao
envolvidas neste processo (Adams et al., 2005). M. hyopneumoniae expressa em sua
superficie um numero significativo de adesinas multifuncionais, cuja fungéo principal
€ a aderéncia ao cilio respiratério (Robinson et al., 2013). O recrutamento exdgeno de
mucina ird ajudar a bactéria a penetrar através da camada de muco no sentido dos
cilios (Jenkins et al., 2006; Wilton et al., 2009). A adeséo aos cilios € iniciada por
interacdes hidrofdbicas ndo especificas, seguidas por interacbes especificas entre as
adesinas da célula do micoplasma com receptores na membrana dos cilios (Minion et
al., 1984). Muitas dessas adesinas ou supostas adesinas contém uma ou mais regides
variaveis de repeticdes em tandem (VNTR). Para a regido R1 da adesina P97 foi
demonstrado que o nimero de repeticdes influencia a capacidade de adesao (Minion
et al., 2000).

Técnicas moleculares tem demonstrado que o M. hyopneumoniae apresenta
uma grande diversidade gendmica (Stakenborg et al., 2006; Madsen et al., 2007;
Mayor et al., 2008) protedmica (Calus et al., 2007), fenotipica (Frey et al., 1992; Vicca
et al., 2003) e também de viruléncia (Vicca et al., 2003). Alguns isolados de M.
hyopneumoniae foram classificadas como de baixa, moderada e alta viruléncia com
base no resultado de infec¢des experimentais em suinos (Vicca et al., 2003). Villarreal
et al. (2011) demonstraram que infec¢do com isolados de M. hyopneumoniae de baixa
viruléncia ndo impediu a infec¢do e doenca contra uma subsequente infecgcdo com um
isolado altamente virulento. No entanto, pesquisas ainda sdo necessarias para
investigar a importancia clinica destas diferencas entre os isolados. Diferencas na
aderéncia (de Castro et al., 2006) e de transmissdo (Meyns et al., 2004; Marois et al.,
2007), tem sido sugeridas, mas nao claramente demonstradas. Do ponto de vista
epidemioldgico, a caracterizacdo de isolados de M. hyopneumoniae iria facilitar a
compreensao da transmissao do M. hyopneumoniae e compreender caracteristicas
das cepas infectantes dentro do mesmo rebanho e entre rebanhos diferentes. Do
ponto de vista vacinal, as variacdes observadas na eficacia da vacina em condicdes
de campo podem ser devido, entre outros fatores, das diferencas antigénicas entre as
cepas circulantes em rebanhos suinos da cepa vacinal, em funcdo da grande

diversidade genética entre as cepas de M. hyopneumoniae.
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1.4 Testes diagnoésticos

Varias metodologias sdo usadas para diagnosticar infecgbes causada por M.
hyopneumoniae. Sinais clinicos e lesdes patoldgicas podem levar a uma tentativa de
diagnoéstico presuntivo (Maes et al., 2008; Nathues et al., 2012), mas o teste
laboratorial é necessario para um diagnéstico conclusivo (Thacker, 2004). O
isolamento de M. hyopneumoniae dos pulmdes afetados, pela cultura bacteriologica,
€ considerado a técnica "padrao ouro” para diagnostico (Thacker, 2006), porém néo é
utiizado como rotina. O organismo pode ser detectado por testes de
imunofluorescéncia, mas este teste tem sensibilidade limitada. Testes sorolégicos
podem ser utilizados para detectar efetivamente a presenca do organismo pelo fato
de apresentarem uma alta especificidade (Thacker, 2004), porém apresentam uma
baixa sensibilidade, ndo sendo adequados para o diagnostico individual (Sgrensen et
al., 1997). O Nested PCR é visto como a ferramenta mais sensivel para detectar a
infeccdo (Calsamiglia, 1999). O PCR em tempo real e suas variacdes também tém
sido utilizados para o diagnostico e quantificacdo da infeccdo (Marois et al., 2010; Li
et al., 2013). Métodos de PCR s&o mais rapidos do que a cultura bacteriol6gica, séo
relativamente baratos e vem sendo amplamente utilizados (Calsamiglia, 1999). As
melhores amostras para detectar M. hyopneumoniae por PCR sdo swabs
tragueobroénquicos ou lavados broncoalveolares (BALF) (Sibila et al.,, 2009). A
utilizacdo do PCR para detectar M. hyopneumoniae a partir do tecido pulmonar
produziu resultados variaveis. Moorkamp et al. (2008) sugeriu que as amostras de
pulm&o sdo mais adequadas do que as de BALF em casos de PES moderada e grave,
enquanto Kurth et al. (2002) acreditam que as amostras de tecido pulmonar néo

confiaveis, e que a utilizacdo de amostras de BALF é mais adequeda.

1.5 Formas de controle

Para controlar e tratar as doencgas respiratdrias em suinos, incluindo infecges
por M. hyopneumoniae, em situacdes onde a doenca ja estd estabelecida, a

antibioticoterapia pode ser realizada (Ciprian et al., 2012; Thongkamkoon et al., 2013),
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antibioticos como as tetraciclinas e os macrolideos séo frequentemente utilizados.
Além disso, outros antimicrobianos potencialmente ativos contra M. hyopneumoniae
incluindo lincosamidas, pleuromutilinas, fluoroquinolonas, florfenicol,
aminoglicosideos e aminoclitdis também podem ser indicados. Fluoroquinolonas e
aminoglicosideos tém efeitos micoplasmicidas. Uma vez que o0 organismo nao
apresenta parede celular, é insensivel a 3-lactamicos e outros antibiéticos, tais como
penicilinas e cefalosporinas. Embora a resisténcia antimicrobiana adquirida de M.
hyopneumoniae tenha sido reportada as tetraciclinas (Inamoto et al., 1994), mais
recentemente, também foi atribuida para os macrolideos, lincosamidas e
fluoroquinolonas (Vicca et al., 2004). Suinos tratados com antibiéticos eficazes tém
sinais clinicos e lesGes pulmonares menos severas, e um menor nimero de infecgdes
secundarias (Vicca et al., 2005; Ciprian et al., 2012).

A vacinacdo é considerada a préatica mais eficaz para controlar esta infeccao
(Mateusen et al., 2002). Vacinas comerciais sdo compostas por bactérias inteiras
inativadas e com adjuvante, sendo amplamente utilizadas em todo o mundo (Del Pozo
Sacristan et al., 2014). Em muitos paises a vacinagdo para controlar infec¢des por M.
hyopeumoniae é aplicada em (Maes et al.,, 2008). As principais vantagens da
vacinacgao incluem a melhoria no ganho de peso diario (2-8%), conversao alimentar
(2-5%) e, por vezes, reducado na taxa de mortalidade (Maes et al., 2008). Além de um
menor tempo para atingir o peso de abate, reduzido sinais clinicos, lesdes pulmonares
e reducdo dos custos de tratamento sdo observados (Maes et al., 1998, 1999).
Embora a prote¢do contra a pneumonia clinica possa ser incompleta, pois as vacinas
nao previnem colonizacdo (Thacker, 1998), alguns estudos indicam que as vacinas
atualmente utilizadas podem reduzir o nUmero de microrganismos no trato respiratorio
(Meyns et al., 2006) e podem diminuir a infeccdo em um rebanho (Meyns et al., 2006;
Sibila et al., 2007). Os esfor¢os para desenvolver uma forma mais eficaz da vacina
contra micoplasmas vém sendo propostos, e vacinas desenvolvidas utilizando a
tecnologia do DNA recombinante representam uma alternativa viavel (Simionatto et
al., 2013).
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1.6 Vacinas

A vacinagado com bacterinas comerciais tem sido uma ferramenta importante
para controlar a infeccéo por M. hyopneumoniae em todo o mundo. Apesar dos efeitos
benéficos, estas bacterinas fornecem apenas protecdo parcial e ndo impedem a
colonizagdo do M. hyopneumoniae sobre as células epiteliais (Thacker et al., 2000).
Alguns estudos indicam que as vacinas comerciais atualmente disponiveis podem
reduzir o niumero de organismos no trato respiratério (Meyns et al., 2006; Katleen
Vranckx et al.,, 2012), consequentemente, o nivel de infeccdo nos animais, e, por
extensao, a infec¢do a nivel de rebanho (Sibila et al., 2007) reduzindo assim as perdas
econbmicas (Del Pozo Sacristan et al., 2014). Embora a vacinacdo reduza
significativamente os sinais clinicos e lesdes pulmonares, apenas uma limitada
reducdo ocorre na transmissao do M. hyopneumoniae (Meyns et al., 2006; Villarreal
et al., 2011). As vacinas comerciais induzem a producéo de anticorpos especificos no
soro, embora a resposta de anticorpos possa ser diferente entre as vacinas (Thacker,
1998), a taxa de soroconversao entre animais pode variar entre de 30 - 100% (Sibila
et al., 2004). A correlacédo entre a inducdo de anticorpos especificos e a protecao
contra a pneumonia ainda néao € clara.

As vacinas comerciais usadas para controlar a PES sao baseadas
principalmente na cepa J, que foi originalmente isolada de um rebanho de suinos no
Reino Unido (Goodwin & Whittlestone, 1963). Variacbes na eficacia da vacina em
condicbes de campo pode ter se dado devido, entre outros fatores, a diferencas
antigénicas entre as cepas circulantes em rebanhos suinos da cepa vacinal. InUmeras
tentativas para desenvolver uma vacina que confira melhor protec&o contra infecgoes
por M. hyopneumoniae vem sendo realizadas. Diversos estudos avaliaram proteinas
recombinantes de M. hyopneumoniae, em varias formas de administracdo e
formulagcbes. Algumas delas foram avaliadas individualmente (Galli et al., 2012;
Simionatto et al., 2012), associadas com vetores virais ou bactérias atenuadas (Fagan
et al., 2001; Chen et al., 2001; Shimoji et al., 2003; Chen et al., 2006a; Chen et al.,
2006b; Okamba et al., 2007; Zou et al., 2011) fusionadas com adjuvantes da mucosa
(Conceicao & Dellagostin, 2006) e também avaliadas como pool de antigenos (Chen
et al., 2008). A maior parte destas proteinas recombinantes foram avaliada apenas

em camundongos.
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A identificacdo e caracterizacdo de proteinas imunogénicas de M.
hyopneumoniae é um passo importante para o desenvolvimento de vacinas
melhoradas (Razin et al., 1998), porém o desenvolvimento de novas vacinas de
subunidades recombinantes é frequentemente prejudicado pelo fato do Mycoplasma
nao utilizar o cédigo genético padrdo. Para expressar as proteinas de M.
hyopneumoniae em sistemas heterdlogos, os cédons TGA que codificam para o
aminoacido triptofano, em genes de M. hyopneumoniae, precisam ser substituido pelo
codon TGG. Apesar das diferencgas existentes nos codons de micoplasmas relatadas,
a clonagem e expressdo de um numero elevado de proteinas recombinantes de M.
hyopneumoniae em E. coli tem sido realizada com éxito (Simionatto et al., 2009, 2010).
Foram analisadas as propriedades antigénicas e imunogénicas de inUmeras
proteinas. Algumas delas foram avaliadas em camundongos e mostraram um grande
potencial para utilizacdo como antigenos vacinais contra M. hyopneumoniae. Embora
a resposta imune de camundongos ndo possa ser extrapolada para outras espécies,
os resultados justificam uma posterior investigacado destas proteinas recombinantes
como vacinas de subunidade em experimentos de desafio em suinos (Simionatto et
al., 2012).

1.6.1 Sistemas de Expressao

Ao longo das ultimas trés décadas, a E. coli foi extensivamente utilizada como
um hospedeiro celular para a expressao de proteinas. A expressdo bem sucedida de
proteinas recombinante em E. coli é, portanto, muito dependente das caracteristicas
primarias, secundarias, terciarias e funcionais da proteina de interesse. A bactéria E.
coli, por ser um organismo procariotico, € incapaz de dobrar corretamente a proteina
exégena e realizar modificacbes pos-traducionais que ocorreriam se fossem
expressas em organismos eucaridticos (Daly & Hearn, 2005). Essas proteinas
normalmente sdo obtidas na forma insoluvel, ha formacéo corpos de incluséo, a
solubilizacdo dos corpos de inclusdo e posterior redobramento sdo passos
necessarios, porém ha perdas no rendimento e na eficacia da proteina purificada
(Marston, 1986; Makrides, 1996; Daly & Hearn, 2005).

Uma grande variedade de proteinas que ndo puderam ser expressas em E. coli

no nivel correto de maturacdo pos-traducional, subsequentemente foram produzidas
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na levedura metilotrofica Pichia pastoris (Monsalve et al., 1999; Hartwig et al., 2013).
As desvantagens da formacédo de corpos de inclusdo e a expresséo de proteinas na
forma insoltvel podem ser contornadas através da expressao utilizando o sistema de
expressao em P. pastoris. Segundo Lueking et al. (2000), a partir dos 29 diferentes
clones de cDNA, em P. pastoris, que estavam em fase de leitura correta, todos foram
encontrados produzindo proteinas soltveis. Com o sistema de expresséao de E. coli,
por outro lado, apenas nove clones resultaram em proteinas soluveis, 15 foram
detectadas em corpos de inclusdo e cinco ndo foram expressas. Este resultado €, sem
davida, em funcdo das diferencas no dobramento das proteinas e devido a
incapacidade da E. coli realizar modificacdes pés-traducionais.

A producéo de proteina recombinante em cepas da levedura Pichia pastoris
tem varias vantagens sobre outros sistemas de expressdo, eucarioticos e
procariéticos, tais como: crescimento rapido com uma alta facilidade de fermentacéo
de alta densidade celular; altos niveis de produtividade em um meio quase livre de
proteina; eliminacédo de contaminacdo por endotoxinas e por bacteridfago; facilidade
da manipulacdo genética com o uso de vetores de expressao bem caracterizados; ndo
patogénica para humanos; custo de producéo relativamente baixo; diversas
modificagbes pos-traducionais que incluem dobramento correto da proteina,
glicosilacdo, metilacdo, acetilacdo, ajuste proteolitico, direcionamento para
compartimentos subcelulares, e a capacidade para secretar proteinas que podem ser
purificados de forma mais facil (Daly & Hearn, 2005; Gellissen et al., 2005; Li et al.,
2007; Rabert et al., 2013). Recentes estudos também sugerem que a N-glicosilacao,
uma das mais comuns modificagcdes poés-traducionais, pode conferir também as
proteinas expressas em P. pastoris uma maior estabilidade térmica (Han et al., 2014).

Devido a todas estas vantagens P. pastoris tem sido cada vez mais utilizada
como sistema de expresséao eucarioto (Colao et al., 2006) contando com mais de 550
proteinas ja expressas (Lin-Cereghino et al., 2006). Os sistemas de expressdo de
levedura tém sido utilizados com sucesso ha mais de 20 anos em pesquisa basica e
na biotecnologia industrial para a producéo e secrecdo de proteinas recombinantes,
entre elas proteinas recombinantes bacterianas (Demain & Vaishnav, 2009). Em
muitos casos, elas tém sido utilizadas para produzir proteinas heterdlogas que nao
estdo biodisponiveis a partir de fontes tradicionais (in vivo), seja porque ndo podem
ser isoladas em quantidades suficientes ou porque elas sdo especialmente projetadas,

nao sendo encontradas na natureza. Isso também permitiu estudos estruturais e
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funcionais de proteinas relevantes para medicamentos e farmacos (Damasceno et al.,
2012).
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Capitulo 2: Objetivos do Trabalho
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

v' Conhecer a diversidade genética das cepas de M. hyopneumoniae
prevalentes nas granjas de criacao de suinos do Sul do pais.

v' Expressar uma proteina quimérica composta por diferentes antigenos
de M. hyopneumoniae na levedura metilotréfica P. pastoris, visando a

sua avaliagdo como antigeno vacinal.

2.2 Objetivos especificos

v

Coletar amostras clinicas de pulmdes suinos provenientes de granjas da
regido Sul do Brasil;

Cultivar e isolar cepas de M. hyopneumoniae a partir das lesdes pulmonares
obtidas;

Caracterizar isolados de M. hyopneumoniae por PCR;

Clonar o gene de uma quimera de antigenos de M. hyopneumoniae em
vetores de expressdo em P. pastoris;

Avaliar a expressao da quimera recombinante em P. pastoris;

Caracterizar a quimera por Western blot.
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3 ISOLAMENTO DO Mycoplasma hyopneumoniae

3.1 Introducéo

A cultura e isolamento de M. hyopneumoniae sao laboriosos, demorados e
frequentemente ndo bem sucedidos, de modo que o isolamento ndo é o método de
rotina utilizado para o diagnéstico de M. hyopneumoniae. Além disso, existe a
contaminagcao frequente com outros micoplasmas, tais como M. hyorhinis e M.
flocculare (Thacker & Minion, 2010). Os micoplasmas crescem lentamente em meio
de cultivo, a uma temperatura 6tima de 37 °C, pH em torno de 7.5, atmosfera de 5 a
10% de CO: e leve agitacdo (Walker et al., 2003). Seu crescimento pobre e lento
(ROSS, 1999; Sobestiansky, Barcellos, et al., 1999; Walker et al., 2003) encarece
excessivamente a producao de vacinas preparadas com bactérias inteiras inativadas
(bacterinas) (Fagan et al., 1997; ROSS, 1999; Chen et al., 2001).

As vacinas comerciais usadas para controlar a PES sédo baseadas
principalmente na cepa J, que foi originalmente isolada de um rebanho de suinos no
Reino Unido (Goodwin & Whittlestone, 1963). Variacbes na eficacia da vacina em
condi¢cbes de campo se dao, entre outros fatores, a diferengas antigénicas entre as
cepas circulantes em rebanhos suinos e a cepa vacinal. Cepas de M. hyopneumoniae
isoladas de diferentes rebanhos demostraram diferencas proteémicas (Calus et al.,
2007), gendbmicas (Madsen et al., 2007) e na viruléncia (Vicca et al., 2003). Estudos
demonstraram existir heterogeneidade genética entre isolados provenientes de
diferentes rebanhos (Stakenborg et al., 2005; Mayor et al., 2007; Nathues et al., 2011)
outros estudos demonstraram encontrar ambas, heterogeneidade e homogeneidade

genética entre isolados do mesmo rebanho (Maes et al., 2008; Charlebois et al., 2014).
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Para obtengdo de uma vacina com maior especificidade e efetividade, o
isolamento e caracterizagdo antigénica de cepas infectantes torna-se uma estratégia
importante no controle da PES. Sendo assim, este trabalho teve por objetivo o
isolamento de cepas de M. hyopneumoniae a partir do cultivo de amostras de pulmdes
de suinos provenientes de diferentes granjas do estado do Rio Grande do Sul,
coletadas em um frigorifico na cidade de Pelotas, RS, para posterior caracterizagdo

molecular da diversidade genética dos isolados presentes nestas granjas.

3.2 Material e métodos

3.2.1 Coleta e score de lesBes pulmonares. Amostras de pulmdo, com lesdes
caracteristicas de PES, foram coletadas em um frigorifico de inspe¢éo estadual, o qual
recebe suinos provenientes de granjas de diferentes regides do estado do Rio Grande
do Sul. Foram realizadas 5 coletas em diferentes dias, obtendo um total de 62
amostras. Areas do tecido pulmonar adjacentes as lesdes foram cortadas e
processadas. O score das lesBes foi pontuado de acordo com o método descrito por
Hannan et al. (1982).

3.2.2 Cultivo. As amostras processadas foram maceradas com 5 ml de meio NHS20
(Meio Friis suplementado com 10% soro suino e 10% soro equino). Aliquotas filtradas
(com filtro 0,45 um) e néao filtradas do macerado pulmonar foram cultivadas em placas
de 96 cavidades em meio de cultivo NHS25 (suplementado com 12,5% soro suino e
12,5% soro equino). Um volume de 20 ul destas aliquotas foram adicionados em 180
ul de meio em cada poco e diluidos até 10. As placas foram incubadas em estufa a
37 °C até ser observado o crescimento de micoplasma pela acidificacdo do meio.
Estas amostras foram ent&o repicadas em micro tubos com 500 ul de meio NHS20 e
incubados novamente em estufa a 37 °C (Lin et al., 2006). Nas amostras onde foi
possivel observar a acidificacdo do meio, 10 e 50 pl de cada amostra foram
transferidas para uma placa com meio NHS20 sélido. Essas placas foram incubadas
em anaerobiose a 37 °C até ser possivel observar novamente a acidificagdo do meio.
As colbnias isoladas foram transferidas para um micro tubo com 500 pl de meio
NHS20 até ser obtido um novo crescimento para posterior armazenamento da cepa e

extracdo de DNA.
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3.2.3 Extracdo de DNA e caracterizagcdo das amostras por PCR. O DNA dos
cultivos foi extraido utilizando o kit illustra™ Bacteria genomicPrep Mini Spin (GE
Healthcare). Primers de uma regido conservada do gene 16S rDNA foram
selecionados para a identificacdo das trés espécies de micoplasma frequentemente
encontradas no trato respiratério de suinos (M. hyopneumoniae, M. hyorhinis e M.
flocculare) (Tabela 1). Para a reacdo de PCR foram utilizados 30 ciclos (30 s a 94 °C;
15sab4,6°C; e1mina68°C). As amostras foram amplificadas em um termociclador
utilizando 2,5 U da enzima Tag DNA polimerase (Invitrogen), 1 x Taq buffer, 75 nmol
MgClz, 10 nmol de cada dNTP, 8 pmol de cada primer forward e 12 pmol do primer

reverse.

Tabela 1. Sequéncia dos primers utlizados na reacdo de PCR para o diagnéstico de M.

hyopneumoniae, M. hyorhinis e M. flocculare e o tamanho do fragmento amplificado em cada espécie.

Nome do primer Sequéncia Amplicon (pb)
M HYOP FOR 5TTCAAAGGAGCCTTCAAGCTTC3’ 1000

M FLOC FOR 5’ GGGAAGAAAAAAATTAGGTAGGGY 754

M HYOR FOR 5’CGGGATGTAGCAATACATTCAG3’ 1128

M REV 5AGAGGCATGATGATTTGACGTC3’

3.2.4 Diagnéstico por PCR a partir das amostras de BALF. Uma aliquota de 1 ml
do fluido broncoalveolar (BALF) obtido das amostras de pulmao foi utilizado para a

extracdo de DNA com o kit DNAeasy blood and tissue (Quiagen). A reacéo de PCR,
bem como a sintese dos primers foram realizadas segundo Stakenborg et al. (2006).

3.3 Resultados e discusséao

A vacinacdo tem sido uma importante ferramenta preventiva no controle da
infecc@o por M. hyopneumoniae, porém a eficacia de imunizacao varia de rebanho pra
rebanho (Reynolds et al., 2009). As vacinas disponiveis comercialmente conferem

apenas uma protecdo parcial ao suinos (Haesebrouck et al., 2004). As bacterinas
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disponiveis no mercado sdo produzidas através da inativacdo de uma cepa nao
virulenta de M. hyopneumoniae (cepa J), essa cepa, isolada no Reino Unido, é
amplamente utilizada para imunizagao de suinos no mundo todo. Devido a diversidade
gendmica, protedbmica, transcriptdbmica e de viruléncia entre cepas encontradas em
diferentes rebanho ou até mesmo no mesmo rebanho (Charlebois et al., 2014), a
protecdo conferida por essas bacterinas é varidvel. O isolamento, para posterior
analise da diversidade genética entre cepas infectantes encontradas em suinos
provenientes de diferentes regides do estado, pode vir a contribuir no desenvolvimento
de formulagdes vacinais mais eficientes contra a PES. Pesquisas com novas
abordagens vacinais vém sendo propostas, buscando o desenvolvimento de vacinas
mais eficientes no controle da PES. O sequenciamento dos genomas completos de
diferentes cepas de M. hyopneumoniae (Minion et al., 2004; Vasconcelos et al., 2005;
Liu et al., 2011) tem permitido a aplicacdo dos conceitos de vacinologia reversa
(Rappuoli, 2001) na selecao racional de antigenos promissores para a construgao de
novas vacinas através da tecnologia do DNA recombinante. Utilizando desta
abordagem, praticamente qualquer proteina de um organismo pode ser expressa em
um sistema heterélogo, permitindo a utilizacao de proteinas recombinantes purificadas
como vacinas de subunidade e de vacinas de DNA ou vetorizadas que permitem a
expressao da proteina recombinante apds a vacinacdo (Simionatto et al., 2010).

No presente estudo, em 62 amostras de pulmdes coletados em frigorifico de
inspecédo estadual, que apresentaram lesdes caracteristicas de M. hyopneumoniae e
que foram cultivadas, pode ser observada a acidificacdo do meio em 11 amostras, das
quais 7 foram PCR positivas para o género Mycoplasma, algumas dessas amostras
amplificadas podem ser observadas na Figura 1. Destas sete, seis foram positivas
para uma ou mais espécies de micoplasma (Tabela 2). Apenas uma amostra foi
positiva somente para M. hyopneumoniae. O M. hyorhinis se fez presente em 80%
das amostras que foram também positivas para M. hyopneumoniae. O M. hyorhinis se
sobrepbe ao crescimento de outros micoplasmas em meio de cultivo (Thacker &
Minion, 2010), o que dificulta o isolamento de uma Unica espécie, corroborando com
os achados de Friis (1975).

A amostra positiva somente para M. hyopneumoniae em diagnéstico por PCR,
ap6s um maior niumero de passagens em meio de cultivo solido, apresentou um
diagndstico positivo também para M. hyorhinis. Este resultado possivelmente tenha

ocorrido por contaminacao ou devido a baixa sensibilidade da técnica para a deteccéo
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de uma pequena carga de M. hyorhinis no cultivo inicial. Isso evidencia a sobreposicao
do M. hyorhinis ao M. hyopneumoniae, mesmo quando em concentracdes iniciais

baixas, insuficientes para um diagnostico positivo por PCR.

55607 89,100 11 12 .13

1000 pb —>

Figura 1. Gel de agarose corado com Blue-Green de algumas amostras positivas na PCR para o
género Mycoplasma. 1, Marcador de peso molecular 1 kb; 2, 5, 8 e 11, amostras com primer para M.
flocculare; 3, 6, 9 e 12, amostras com primer para M. hyopneumoniae; 4, 7, 10 e 13, amostras com

primer para M. hyorhinis.

Tabela 2. PCR para o género Mycoplasma a partir de amostras obtidas no isolamento.

N° de amostras M. hyopneumoniae M. hyorhinis M. flocculare
3 + + -
1 - - +
1 + - -
1 - + -
1 + + +
Total 7 3 3 2

O diagnostico por PCR através de amostras de lavado broncoalveolar (BALF)
apresentou 40 amostras positivas dentre 62 coletadas (Figura 2), demonstrando uma
alta incidéncia de PES em granjas do RS. O diagndéstico a partir de amostras de BALF
se mostrou eficiente, apresentando uma sensibilidade alta, levando em consideracao
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as limitacdes da técnica pela metodologia de coleta (Moorkamp et al., 2008; Vranckx
et al., 2011, 2012). Segundo Kurth et al. (2002) e Marois et al. (2007) as melhores
amostras para detectar M. hyopneumoniae por PCR sao swabs tragueobrdonquicos ou
lavados BALF, ambos sao igualmente preditivos para deteccéo tanto em animais vivos
guanto em animais mortos, ja utilizacdo de PCR para detectar M. hyopneumoniae no
tecido pulmonar produziu resultados variaveis, corroborando com os resultados do
presente estudo. Moorkamp et al. (2008) sugeriram que as amostras de pulmao sao
mais adequadas do que as de BALF em casos de PES moderada e grave, enquanto
Kurth et al. (2002) acreditam que as amostras de tecido pulmonar ndo sao confiaveis,
neste contexto.

N&o foi possivel observar correlacéo existente entre o score de lesdo pulmonar,
o diagndstico a partir do cultivo e o diagnéstico por amostras de BALF. O cultivo a
partir das lesbes pulmonares apresentou 5 amostras positivas para Mycoplasma
hyopneumoniae, que ndo coincidiram, em sua totalidade, com o diagndstico a partir
das amostras de BALF. Nao houve relacdo entre um maior ou menor score de lesdo
pulmonar e o diagndstico positivo através do cultivo ou a partir de amostras de BALF,
tampouco com relacdo a uma maior efetividade no cultivo desse microrganismo
(Tabela 3). Estudos anteriores relataram a grande dificuldade no cultivo e isolamento
dessa bactéria, o que também pode ser observado neste trabalho (Friis, 1975;
Vranckx et al., 2011; Charlebois et al., 2014). Nao foi possivel o cultivo do M.
hyopneumoniae a partir de algumas amostras de pulmdo, mesmo essas amostras
apresentando um diagnéstico positivo por PCR utilizando o DNA extraido de amostras
de BALF. O resultado positivo no PCR confirma a infeccao e a presenca da bactéria
da bactéria no animal, porém, ndo € suficiente para garantir o sucesso no cultivo dessa

fastidiosa bactéria.
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Figura 2. Eletroforese em gel de agarose do produto da reacdo de PCR a partir de amostras de BALF,
utilizando primer para M. hyopneumoniae. 1, Marcador de peso molecular 1 kb; 2, Controle positivo:
DNA de M. hyopneumoniae cepa 7448; 3, Controle negativo; 1, 7 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 23,

25, 27, amostras positivas para M. hyopneumoniae.

Tabela 3. Panorama geral acerca dos resultados de score de lesdo pulmonar, isolamentos, e

diagndstico a partir de amostras de BALF.

AMOSTRAS SCORE* M. hyopneumoniae M. hyorhinis M. flocculare ~ PCR BALF

1 8,31 +
2 3,15 -
3 19,52

4 11,27 + +

5 13,94

6 19,40 -
7 19,60 +
8 3,52 -
9 11,24

10 2,10

11 6,57

12 9,68 + + +

13 7,00 +
14 15,97 +
15 18,46 +
16 20,42 +
17 10,45 + + +
18 5,35 - +
19 18,28 + + +
20 13,20 +
21 8,03 - +
22 12,5

23 5,16 + +
24 11,05

25 11,87 +
26 11,96 +
27 13,60 +
28 7,76

29 17,67 +

30 4,60

31 4,91

32 4,6 +
33 11,2 +
34 3,93

35 13,21 +
36 5,01 -
37 13,03 +
38 8,38 +
39 4,28 +
40 22,10 +
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41 14,97 +
42 4,11 +
43 24,24 +
a4 15,80 +
45 9,19 +
46 9,82 +
47 12,49 +
48 14,52 +
49 13,83 +
50 3,03 -
51 3,59 +
52 15,92 +

53 5,02 +
54 0,62

55 0,00 +
56 572

57 0,71 +
58 9,10 +
59 16,02 +
60 7,26 +
61 2,10 +
62 2,80 +

Total 62
*QOs scores das lesdes foram determinados segundo Hannan et al. (1982), onde valores variam de 0

IN
o

(sem leséo) a 35 (pulméo inteiro afetado).

O baixo sucesso no cultivo e no isolamento do M. hyopneumoniae pode ter
ocorrido devido a dificuldades na selecdo das amostras de pulméo, onde outras lesdes
podem ser confundidas com lesGes causadas por M. hyopneumoniae em funcao
dessas lesbes nédo apresentarem patognomonicidade. Outro fator limitante foi a
ocorréncia de co-infeccbes com outros micoplasmas e com diferentes
microrganismos, aumentando as chances de contaminacdo do meio de cultivo e
impedindo o crescimento desta fastidiosa bactéria. Estes fatores fazem com seja dificil
a obtencao de uma amostra isolada pura de M. hyopneumoniae. Desta forma, outras
passagens em meio solido se fazem necessarias até que uma coldnia isolada de M.

hyopneumoniae consiga ser obtida.

3.4. Conclusao

Os isolados de M. hyopneumoniae obtidos apresentaram contaminacdo com
outras espécies de micoplasma. Portanto ndo foi possivel obter isolados puros para

proceder com o estudo de diversidade genética.
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4 EXPRESSAO DE UMA QUIMERA DE ANTIGENOS RECOMBINANTES DE
Mycoplasma hyopneumoniae EM Pichia pastoris

4.1 Introducao

A vacinacdo parece ser a forma mais efetiva de controlar a PES (Lin et al.,
2003). Novas vacinas melhoradas utilizando proteinas expressas de forma
recombinante vém sendo utilizadas e demonstrando um grande potencial para
utilizacdo como antigenos vacinais (Razin et al., 1998; Simionatto et al., 2012). Grande
parte das proteinas recombinantes sédo produzidas em E. coli. Porém a E. coli, por ser
um organismo procariético, € incapaz de dobrar corretamente a proteina exdgena e
realizar outras modificagbes pOs-traducionais que ocorreriam se fossem expressas
em organismos eucariéticos (Daly & Hearn, 2005).

Essas proteinas expressas em E. coli normalmente sédo obtidas na forma
insolavel, e a solubilizacdo dos corpos de inclusdo e posterior redobramento da
proteina sdo passos necessarios, porém acabam resultando em um baixo rendimento
e eficacia da proteina purificada (Marston, 1986; Makrides, 1996; Daly & Hearn, 2005).
Em comparagdo com a E. coli, a levedura metilotrofica P. pastoris tem muitas
vantagens como hospedeiro para a producdo de proteinas heterdlogas
recombinantes, tais como: alta densidade celular, niveis elevados de produtividade, a
facilidade de manipulacdo genética, a capacidade de realizar modificagbes pos-
traducionais (Daly & Hearn, 2005).

Os sistemas de expressdo em levedura tém sido utilizados com sucesso ha
mais de 20 anos na pesquisa basica e na biotecnologia industrial para a producéo e
secrecdo de proteinas recombinantes (Demain & Vaishnav, 2009). Estes sistemas de
expressdo tém como objetivo produzir proteinas heterdlogas que nao estdo

biodisponiveis a partir de fontes tradicionais (in vivo) seja porque ndo podem ser
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isoladas em quantidades suficientes ou porque foram proteinas especialmente
projetadas, ndo sendo encontradas na natureza (Damasceno et al., 2012).

Através do uso da vacinologia reversa pode-se observar que varios antigenos
do M. hyopneumoniae podem ser potenciais candidatos a serem incluidos em vacinas
de subunidades (Fagan et al., 2001; Shimoiji et al., 2003; Okamba et al., 2007; Ogawa
et al., 2009; Okamba et al., 2010; Marchioro et al., 2012; Simionatto et al., 2012).
Alguns destes antigenos incluem adesina P97 e a sua regido C-terminal (P97R1), que
desempenha um papel na adesédo do agente patogénico para o trato respiratério do
hospedeiro. Outros candidatos potenciais incluem a ribonucleotideo redutase (NrdF)
e a proteina de choque térmico P42. A P97 (Shimoji et al., 2003), P97R1 (Okamba et
al., 2007; Ogawa et al., 2009) e NrdF (Fagan et al., 2001) tém sido investigadas como
antigenos individuais em diferentes formulacbes vacinais. Algumas dessas
formulagdes (P97 e NrdF) ndo foram capazes de induzir uma resposta imune protetora
em suinos (Fagan et al., 2001; Shimoji et al., 2003), e sim apenas uma protecéo parcial
contra lesdes pulmonares causadas pela infec¢cédo por M. hyopneumoniae, o0 que pode
estar relacionado ao fato de as formulacdes vacinais testadas serem monovalentes
(apenas um antigeno) (Marchioro et al., 2012). A administracdo de uma vacina
multivalente, composta por mais de um antigeno de M. hyopneumoniae, pode elevar
os indices de protecéo (Chen et al., 2008; Okamba et al., 2010).

Esse trabalho teve como objetivo a obtencédo de um clone recombinante de P.
pastoris que expresse uma proteina quimérica composta pelos antigenos de M.
hyopneumoniae R1 (P97), P42 e NrdF, os quais conferiram protecdo parcial aos
suinos quando avaliados individualmente (Fagan et al., 1997; Chen et al., 2003;
Shimaoiji et al., 2003), fusionados a subunidade B da enterotoxina termolabil de E. coli

(LTB), um potente adjuvante da imunidade de mucosa.

4.2 Material e métodos

4.2.1 Clonagem em vetores de P. pastoris. O gene de 1500 pb que codifica para
expresséo da proteina quimérica (LTB-R1-P42-Nrdf) contendo os trés antigenos de
M. hyopneumoniae (R1, P42 e NrdF) e um adjuvante de mucosa (LTB) foi construido
in silico e clonado no vetor pUC18 pela empresa Epoch Biolabs® (USA) (Marchioro et
al., 2014 - manuscrito submetido). O vetor pUC18 e os vetores de expressao em P.

pastoris, pPICZaB e pPICZB (Invitrogen), foram digeridos com a enzimas BamHI e
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EcoRI. A confirmacéo da eficiéncia da digestao foi feita em de gel de agarose 0,8%.
O gene da quimera liberado do vetor pUC18 foi extraido com o kit ilustra GFX PCR
DNA and Gel Band Purification (GE Heathcare). O gene foi ligado aos vetores de
expressdo em P. pastoris com a enzima T4 DNA Ligase (Invitrogen). Os plasmideos
ligados foram linearizados com a enzima Pmel (New England Bio Labs, EUA). A
enzima foi inativada a 65 °C e o DNA precipitado. As células de P. pastoris KM71H
competentes foram transformadas por eletroporacéo (25 uF, 200 Q, 2 kV), com 10 ug
de DNA do plasmideo linear, conforme o protocolo EasySelect™ Pichia Expression

Kit (Invitrogen) e semeadas em meio YPDS contendo 100 ug/ml de zeocina.

4.2.2 Selegao dos recombinantes. Os clones recombinantes foram selecionados em
meio YPDS, apos incubacao durante quatro dias em estufa a 28 °C. As colbnias foram
repicadas em placas de cultivo de microrganismos de 96 cavidades com 800 pl de
meio BMGY e incubadas em um agitador orbital (200 RPM, 28 °C) até atingirem
DOs0o=4. Nesse momento, as culturas foram centrifugadas e o pellet ressuspendido
em 200 ul de BMMY contendo 0,5% de metanol. A cada 24 h, 0,5% de metanol foi
adicionado, visando induzir a expressdo da proteina recombinante. Amostras do
sobrenadante foram coletadas a cada 24 h e os niveis de expresséo analisados por
Dot blot utilizando MAb anti-histidina (Sigma-Aldrich). Os clones com expressao
positiva foram utilizados na expressdo em larga escala, realizada nas mesmas

condicBes descritas acima.

4.2.3 PCR de colbnia para confirmacdo da clonagem. Para confirmacdo da
insercao do gene nos vetores de P. pastoris, as colénias positivas no Dot blot foram
selecionadas. Estas foram fervidas com 100 pl de 4gua a 100 °C por 10 min. Foram
utilizados primers que amplificam a sequéncia que codifica para da proteina P42,
P42 F (5-TAGGATCCATGGCGCTTACAAGAC) e P42 R (5'-
CGGGGTACCTTAATCCTGCTTG). Para a reacdo de PCR foram utilizados 30 ciclos
(30sa94°C;15sa56°C;e1lmina72°C).

4.2.4 Caracterizagcdo por Western blot. Para a caracterizagcéo, os sobrenadantes,
provenientes da lise dos pellets de 5 diferentes clones, foram submetidos a
eletroforese em gel de SDS-PAGE 12%. O gel contendo as proteinas foi colocado em

contato direto com uma membrana de nitrocelulose em uma estrutura de sanduiche,
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recebendo de ambos os lados uma camada de papel filtro e outra de espuma. Este
sanduiche foi colocado em uma cuba contento tampéao de transferéncia e submetido
a corrente elétrica a 100v, overnight a 4 °C. A membrana foi bloqueada com leite em
po 5% por 1 h. Apos blogueio foi adicionado o MAb anti-histidina (Sigma-Aldrich)
diluido 1:6000 por 1 h e em seguida colocado o segundo anticorpo conjugado com
peroxidase anti-mouse (Sigma-Aldrich) diluido 1:6000 por mais 1 h. A revelacgéo foi
realizada com solucédo de revelacdo (9 ml tampao TRIS-HCI 50 mM pH 7,6, 1 ml
solucéo de niquel 0,3%, 10 pl peroxido de hidrogénio, e 6 mg 3,3’-diaminobenzidine
(DAB, Sigma-Aldrich).

4.3 Resultados e discussao

A vacinacdo é considerada a pratica mais eficaz para o controle da PES
(Mateusen et al., 2002; Lin et al., 2003), a associa¢do de varios antigenos vacinais
tem demonstrado seu potencial em aumentar os niveis de protecdo quando
comparado com a vacinagdo utilizando apenas um antigeno (Chen et al., 2008;
Okamba et al., 2010). A expresséao de proteinas recombinantes tem demonstrado um
grande potencial para o desenvolvimento de vacinas (Simionatto et al., 2012). Muitas
das proteinas heterdlogas purificadas e avaliadas sdo produzidas em E. coli, no
entanto, este sistema de expresséo bacteriano frequentemente expressa proteinas
ndo ativas devido a um dobramento incorreto ou pela formacéo de corpusculos de
incluséo, resultando em baixo rendimento e eficacia da proteina purificada (Daly &
Hearn, 2005).

Nos ultimos anos, a levedura metilotrofica Pichia pastoris emergiu como um
poderoso e barato sistema de expressao heteréloga para a producao de niveis altos
de proteinas recombinantes (Cereghino & Cregg, 2000). Este sistema de expressao €
anico, pois combina as vantagens dos sistemas de expressdo de procariotos
(expressédo em altos niveis, facil aumento de escala e meios de crescimento baratos)
e de eucariotos (capacidade de realizar modificacbes pos-traducionais) (Cereghino &
Cregg, 2000). O sistema de expressao heterologo de proteinas baseado na levedura
metilotréfica P. pastoris tem obtido importante aceitacdo. A crescente utilizacao desse
sistema pode ser atribuida a diversas vantagens quando comparada com E. coli, tais
como custo, modificacbes pos-traducionais, possibilidade de producdo em escala

industrial e a secrecdo da proteina alvo no sobrenadante do meio de cultivo
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(Cereghino & Cregg, 2000). Nao comprometendo desta maneira o dobramento da
proteina, mantendo sua conformacdo nativa e ndo alterando a sua funcao (Daly &
Hearn, 2005). Outra vantagem do sistema de expresséo em P. pastoris € possibilidade
da otimizacdo niveis de expressdo, através da selecdo de multimeros (mdultiplas
cOpias do gene inseridas no vetor), que pode ser realizada a partir da insercdo de
grandes quantidades de zeocina no meio de cultivo (100, 500, 1000 e 2000 pg/ml)
(Daly & Hearn, 2005; Peng et al., 2014).

Neste estudo clones de P. pastoris contendo nosso gene de interesse foram
construidos. O gene sintético, construido com cédons preferenciais para clonagem
em P. pastoris, que codifica para a proteina quimérica, composta pela fusdo dos
antigenos de M. hyopneumoniae R1 (P97), P42, NrdF e LTB, foi eficientemente
clonado nos vetores de expressao citoplasmatica pPICZB e no vetor de secrecéo
pPICZaB (que apresenta um sinal de secrecao de S. cerevisiae, o fator-a). A digestao
dos clones recombinantes, com as enzimas de restricdo EcoRI e Kpnl resultou na
liberacdo de um fragmento no tamanho esperado de 1500 pb, o que corresponde ao

tamanho do gene (Figura 1).

Figura 1. Eletroforese em gel de agarose 0,8% mostrando a digestdo do plasmideo. (1) marcador de
peso molecular, (2) produto de digestdo do gene sintético fusionado com o vetor pPICZalpha B, (3)

produto de digestao do gene sintético fusionado com o vector pPICZ B.

As col6nias de P. pastoris transformadas e crescidas em meio YPDS com
zeocina foram selecionadas para a confirmagéo da eficiéncia da clonagem através da

identificacdo do inserto por PCR. Foram utilizados primers para amplificar a regiao
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que codifica para um dos antigenos presentes na quimera, a proteina de choque
térmico P42. A eficiéncia da clonagem foi confirmada pela obteng&o de amplicons no

tamanho esperado (Figura 2).

Figura 2. Eletroforese em gel de agarose do produto da reacdo de PCR a partir de DNA de colbnias,
utilizando primer para a proteina P42. 1, Marcador de peso molecular 1 kb; 2, Controle positivo; 3,

Controle negativo; 1-17, Amostras positivas para presenca do gene que codifica para a proteina P42.

O pellet e o sobrenadante do cultivo de inimeros clones foram submetidos a
teste de expressao através de Dot blot, destes foram selecionados 5 clones que
apresentaram uma maior expressao (Figura 3). Os 5 clones selecionados séo clones
do vetor pPICZaB que apesar de ser um vetor de secrecdo proteica apresentou
expressdo da proteina quimérica internalizada no citoplasma, fazendo com que a
purificacéo se dé de forma mais trabalhosa. A auséncia de secre¢éo da proteina pode
ter ocorrido devida a perda da sequéncia sinal (fator-a) responséavel pelo

direcionamento da proteina para as vias se secrecao (Daly & Hearn, 2005).

C-

Figura 3. Dot blot utilizando MAb anti-histidina, evidenciando as 5 col6nias transformadas de Pichia
pastoris que apresentaram uma maior reatividade e seus respectivos controles, negativo (C-) e positivo

(C+). Observa-se a expresséo da proteina nas 5 coldnias.

Os clones que apresentaram uma maior expressdo observada através da

técnica de Dot blot e que foram positivos através do PCR, foram utilizados para
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caracterizacdo das proteinas expressas por Western blot (Figura 4). Foi possivel
observar a eficiéncia da clonagem e expressao da quimera recombinante em 4 das 5
colbnias testadas. Uma variacé@o entre o tamanho da proteina expressa em P. pastoris
comparada com a proteina expressa em E. coli ja pode ser observada ao comparar
as 4 colbnias positivas com o controle. Isso é uma possivel evidéncia de que esta

proteina tenha sofrido glicosilacédo (Daly & Hearn, 2005; Hartwig et al., 2010).

76kD

52kD
e
o™
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-

Figura 4. Western blot de clones P. pastoris expressando a quimera, previamente selecionados por
Dot blot. 1, Marcador de peso molecular; 2, Controle positivo (quimera expressa em E. coli); 3-7, clones

de P. pastoris; 8, Controle negativo (cepa KM71H).

Neste trabalho foram construidos os vetores de expressao pPICZB e pPICZaB,
ligados ao gene gue codifica para a proteina quimérica, para insercéo na levedura P.
pastoris. Os plasmideos recombinantes foram caracterizados e induzidos em P.
pastoris com a finalidade de se avaliar a expresséo da quimera. A expressao dessa
proteina apresentou um tamanho semelhante aquele apresentado pela mesma
proteina quando expressa em E. coli. O tamanho um pouco maior da proteina
expressa em P. pastoris sugere que essa possa ter sido glicosilada. Além disso, sua
expressdo foi direcionada para o meio intracelular, o que dificultara uma futura
purificagdo desta proteina. Até 0 momento, ndo ha relato de expressao de proteinas
de M. hyopneumoniae em P. pastoris. O sistema de expressdo mais utilizado nestes
casos é E. coli, pela facil manipulacdo. Este € um organismo unicelular e sua

simplicidade faz dele barato e facil de trabalhar. Entretanto, esta bactéria também
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possui algumas desvantagens: E. coli ndo apresenta a maioria das organelas
encontradas em eucariotos, nas quais as proteinas sdo modificadas apdés a sua
sintese. Algumas destas modificacdes pés-traducionais podem envolver diferentes
formas de glicosilacdo. Varias proteinas podem ser produzidas em grande quantidade
em E. coli. Porém, por ndo sofrerem as modificacdes pos-traducionais, permanecem
ndo-funcionais. Esta bactéria também pode gerar um dobramento incorreto da
proteina, acarretando auséncia de epitopos conformacionais requeridos na producao
de anticorpos neutralizantes e protetores no hospedeiro (Swartz, 2001).

Essa quimera expressa em E. coli foi previamente testada em camundongos e
suinos, como sendo uma alternativa de abordagem multivalente como vacina contra
a PES, apresentando resultados promissores tanto em camundongos quanto em
suinos (Marchioro et al., 2014 - manuscrito submetido). A avaliacdo dessa quimera
expressa a partir dos clones originados nesse trabalho, com as provaveis variacdes
no folding e no padréo de glicosilacdo, podem vir a ser uma contribuicédo efetiva como
forma de controle da PES. Estudos adicionais envolvendo a purificacdo e a avaliacédo

dessa proteina sdo necessarios.

4.4 Conclusao

O gene da proteina quimérica, composta pela fusdo dos antigenos de M.
hyopneumoniae R1 (P97), P42, NrdF, fusionados a subunidade B da enterotoxina
termolabil de E. coli (LTB) foi eficientemente clonado nos vetores de expressao em P.
pastoris pPICZB e pPICZaB. A proteina quimérica foi eficientemente expressa em P.
pastoris, permitindo que novos estudos sejam conduzidos para otimizar as condi¢des
de expressédo e purificacdo. Esta proteina quimérica podera ser avaliada quanto a
capacidade de inducao de resposta imune protetora quando utilizada para imunizar

suinos.
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5 CONSIDERACOES FINAIS
5.1 Isolamento do Mycoplasma hyopneumoniae

v O baixo sucesso no cultivo e no isolamento do M. hyopneumoniae pode ter
ocorrido devido a dificuldade na selecdo das amostras de pulméo, onde outras
lesGes podem ser confundidas com lesdes causadas por M. hyopneumoniae
em funcao dessas lesbes ndo apresentarem patognomonicidade.

v" Outro fator limitante foi a ocorréncia de co-infecgées com outros micoplasmas
e com diferentes microrganismos, aumentando as chances de contaminacao
do meio de cultivo e impedindo o crescimento desta fastidiosa bactéria, fazendo

com seja dificil a obtencdo de uma amostra isolada pura de M. hyopneumoniae.

5.2 Expressdo de uma quimera de antigenos recombinantes de Mycoplasma
hyopneumoniae em Pichia pastoris

v' O gene da proteina quimérica, composta pela fusdo dos antigenos de M.
hyopneumoniae R1 (P97), P42, NrdF fusionados a subunidade B da
enterotoxina termolabil de E. coli (LTB) foi eficientemente clonado nos vetores
de expressédo em P. pastoris pPICZB e pPICZaB.

v A proteina foi eficientemente expressa e caracterizada. Novos testes
necessitam ser desenvolvidos com relagdo a purificagdo e otimizagdo na
expressdo da proteina para que posteriormente possa ser dado inicio aos

testes de vacinagao em animais.
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