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1. INTRODUCAO

Mycoplasma hyopneumoniae € o0 agente etioldgico da Pneumonia Enzodtica
Suina (PES), doenca respiratoria cronica que afeta principalmente suinos em fase
de crescimento e terminacao (SIBILA, 2009). O microrganismo adere e danifica o
epitélio ciliar do trato respiratério. Esta doenca € caracterizada por alta morbidade,
baixa mortalidade, piora nas taxas de converséo alimentar e retardo no crescimento
dos suinos, causando consideraveis perdas econdémicas a producdo suina
(SOBESTIANSKY et al., 1999; ROSS et al., 1986). Ao colonizar as células epiteliais
respiratorias, M. hyopneumoniae causa reducdo da atividade ciliar do epitélio
respiratério, ciliostase e perda dos cilios (DEBEY, 1994), predispondo os animais a
infecgbes secundarias e oportunistas.

O controle da infec¢céo é realizado principalmente com técnicas adequadas de
manejo e melhorias nas condicbes de alojamento, uso de antimicrobianos e
vacinacao dos animais (MAES et al., 2008). M. hyopneumoniae € um microrganismo
fastidioso, cresce lentamente em meio de cultivo Friis enriquecido com soro suino
(FRIIS, 1975) e seu isolamento € dificultoso devido a frequente contaminacédo de
outros micoplasmas como o Mycoplasma hyorhinis e Mycoplasma flocculare (ROSS,
1999). Estas caracteristicas encarecem a producdo de vacinas preparadas com
bactérias inteiras inativadas (bacterinas), utilizadas no controle da PES. Estas
vacinas reduzem as lesGes pulmonares e 0s sinais clinicos, mas ndo impedem a
colonizacdo do agente. No entanto, a vacinacdo € considerada a forma mais
eficiente de controle desta infeccao.

Neste contexto, faz-se necesséria a busca de novas alternativas para a
profilaxia da PES. A producdo de vacinas desenvolvidas através da tecnologia do
DNA recombinante é altamente promissora. A subunidade da proteina de choque
térmico P65, chamada P42 (CHOU et al., 1997; CHEN et al., 2003), é considerada
um antigeno potencial. O objetivo deste trabalho foi purificar e avaliar a protecdo em
suinos imunizados com o antigeno recombinante P42 visando o desenvolvimento de
uma vacina mais eficiente e de baixo custo para o controle da PES.

2. METODOLOGIA

2.1 Clonagem, expresséo e purificacdo da proteina recombinante



mailto:oliveira_natasha@hotmail.com

C-O2013 18A22/11
XIICONGRESSODEINICIAGAOC NOPREDIOCAMPUSPORTO
DAUM ERSIDADEFEDERALDE| PELO'IAS RUAGOMESCARNEIRON®]

A sequéncia codificadora do antigeno P42 foi amplificada por PCR, utilizando
DNA extraido de M. hyopneumoniae cepa 7448 como molde. O gene resultante foi
clonado no vetor pAE, utilizando E. coli TOP 10. Os clones recombinantes foram
selecionados e propagados em caldo LB contendo 100 pg/ml de ampicilina. A
presenca do inserto foi confirmada por PCR e digestdo com as enzimas de restricdo
BamHI e Kpnl. O vetor pAE/P42 foi transformado por choque térmico em E. coli
BL21 DES3 e esta foi inoculada em meio LB contento ampicilina (37 °C, 250 rpm) até
atingir a fase log de crescimento. A expressao da proteina foi induzida por 3 h com
1,0 M de IsopropylB-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG). A proteina recombinante foi
solubilizada em tampé&o contendo 0,2% de NLauroylsarcosine e purificada por
cromatografia de afinidade utilizando Sepharose (HisTrap™) carregada com niquel.
A pureza da mesma foi determinada através de SDS-PAGE 12%, e a concentragédo
determinada pelo kit BCA™ Potein Assay (Pierce).

2.2 Imunizacao dos suinos

Para realizagdo do experimento, suinos com 21 dias de idade (ndo vacinados
para PES) com status “positivo” para PES (Kit HerdChek® Mycoplasma
hyopneumoniae IDEXX e PCR), foram divididos em trés grupos experimentais de 8
animais cada da seguinte forma: grupo 1, leitdes imunizados com adjuvante oleoso
Montanide® (controle negativo); grupo 2, leitdes imunizados com a proteina
recombinante P42 (rP42) adsorvida em Montanide® e grupo 3, leitdes imunizados
com rP42 suspendida em PBS. Os leitdes receberam uma dose de 100 pg no dia O
de cada formulacdo vacinal. Amostras de sangue total sem anticoagulante foram
coletadas através de puncdo da veia jugular nos dias 0, 21, 42, 63 e 84 para
avaliacdo da resposta imune humoral. O soro foi separado por centrifugacdo e
armazenado a -20 °C.

2.3 ELISA

O titulo de anticorpos contra o antigeno rP42 foi determinado através de
ELISA. Placas de poliestireno foram sensibilizadas overnight com 50 ng da proteina
rP42 por cavidade, dissolvida em tampé&o carbonato-bicarbonato pH 9,6. As placas
foram lavadas trés vezes com solucao fosfato salina contendo 0,05% (v/v) de Tween
20 (PBS-T) e incubadas por 2 h a 37 °C com 200 pl de solugdo bloqueio (leite
desnatado 5%). Posteriormente as placas foram lavadas com PBS-T e as cavidades
foram incubadas com soros dos animais imunizados nos dias 0, 21, 42, 63 e 84 pGs-
inoculagao, na diluicdo de 1:50 por 1 h a 37 °C. Apés nova lavagem, as placas foram
incubadas com soro IgG anti-suino conjugado com peroxidase (Sigma®), diluido
1:6000 em solucéo bloqueio por 1 h a 37 °C. A reacao colorimétrica foi visualizada
utilizando-se peréxido de hidrogénio e ortofenilenodiamina (Sigma®) e interrompida
com 50 ul de 2 M H,SO, por cavidade. A absorbéancia foi determinada em filtro 490
nm em leitor de ELISA Victor X3™ (Perkin Elmer). Os valores médios foram
calculados das amostras dos soros ensaiadas em duplicata.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A subunidade P42 da chaperona molecular DnaK é uma proteina de choque
térmico, e tem sua expressao aumentada em situacdes de estresse para a célula
bacteriana, como durante o processo de colonizagdo do hospedeiro e
desenvolvimento da doenca. A expressao e caracterizacdo deste antigeno € um
importante passo para o desenvolvimento de uma vacina recombinante contra a
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PES que promova uma resposta imune protetora e de baixo custo. Os processos de
clonagem, expressao, purificacdo e caracterizagdo da proteina recombinante P42
foram considerados efetivos, sendo a expressdo deste antigeno satisfatoria em E.
coli (Figura 1).

Figura 1. Gel de poliacrilamida 12% corado com Coomassie blue
demonstrando a expresséo da proteina rP42 em E. coli purificada por cromatografia
de afinidade

A imunoreatividade dos soros de suinos imunizados com o antigeno rP42 foi
avaliada por ELISA. Todos os animais que foram imunizados foram imunorreagentes
contra a proteina rP42 a partir do dia 21 pds-imunizagdo, porém o grupo imunizado
com a rP42 + Montanide obteve destaque quando comparado com o grupo rP42 +
PBS mantendo resposta constante até o dia 84 pds-imunizagcdo, sugerindo que o
adjuvante oleoso presente na formulacdo potencializa a resposta imune humoral

(Figura 2).
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Figura 2. Resposta imune humoral dos soros dos suinos inoculados com as
diferentes formula¢des vacinais, confrontados com o antigeno rP42, avaliados
através de ELISA.

4, CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos conclui-se que a expressao do antigeno é
efetiva em sistema heterélogo. A vacina de subunidade recombinante P42 foi capaz
de induzir resposta imune humoral em suinos naturalmente infectados por M.
hyopneumoniae, sugerindo o potencial deste antigeno como candidato para compor
uma nova vacina contra PES. Desta maneira, torna-se ainda mais importante a
avaliacdo da resposta celular dos grupos vacinados, uma vez que a inducédo de
resposta mediada por células & conhecidamente como o mais efetivo contra a
infeccdo (MARCHIORO et al., 2012).
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