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1. INTRODUCAO

Mycoplasma hyopneumoniae é o0 agente etioldgico da Pneumonia
Enzodtica Suina (PES), uma doenca respiratdria infecciosa cronica que afeta
principalmente suinos em fase de crescimento e terminacdo (SIBILA, 2009). A
PES promove redugdo nas taxas de conversao alimentar e retardo no
crescimento dos suinos, causando consideraveis perdas econbmicas a cadeia
suinicola (SOBESTIANSKY et al., 1999). A vacinacdo é a forma mais efetiva de
controlar a doenca. As vacinas comercialmente disponiveis consistem em
preparacdes com bactérias inteiras inativadas (bacterinas) que, embora reduzam
o grau de lesdo pulmonar, sdo incapazes de prevenir a infeccdo e
estabelecimento do patégeno (THACKER et al., 1998).

Neste contexto, faz-se necessaria a busca de novas alternativas para a
profilaxia da PES. Vacinas desenvolvidas utilizando a tecnologia do DNA
recombinante sdo uma opcao viavel, varios antigenos de M. hyopneumoniae
foram identificados como potencias candidatos para serem incluidos em vacinas
de subunidade (CHEN et al., 2003). Alguns destes antigenos incluem a regiédo C-
terminal da adesina P97 (P97R1), que desempenha um papel de aderéncia do
patdgeno ao trato respiratorio do hospedeiro, a ribonucleotideo redutase (NrdF) e
a proteina de choque térmico P42 (MARCHIORO et al.,, 2014). Proteinas
guiméricas transportando epitopos de diferentes agentes patogénicos, ligantes,
ou sequéncias adjuvantes oferecem uma maior imunogenicidade aos antigenos
recombinantes e podem induzir uma ampla resposta imune celular e/ou humoral
(BERZOFSKY et al.,, 2001). Além disso, enterotoxinas bacterianas tem sido
consideradas potentes adjuvantes de vias mucosa e parenteral (COX et al.,
2006). Para a producao destes antigenos vacinais com alto rendimento e baixo
custo, P. pastoris destaca-se como um sistema de expressdo eucarioto que
fornece potencial para a producdo de proteinas recombinantes solaveis,
corretamente enoveladas e com modificagdes pos-traducionais necessarias a sua
funcionalidade (DALY; HEARN, 2005).

O objetivo deste trabalho foi clonar e expressar em P. pastoris a proteina
guimérica composta pelos antigenos P97R1, P42 e NrdF de M. hyopneumoniae
fusionada a subunidade B da enterotoxina termolabil de Escherichia coli (LTB)
como uma alternativa promissora para o desenvolvimento de uma vacina mais
eficiente para o controle da PES.

2. METODOLOGIA
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2.1 Obtencdo do gene sintético: um gene sintético contendo os trés antigenos
de M. hyopneumoniae (P97R1, P42 e NrdF), associado a um adjuvante de
mucosa (LTB) foi construido com base em sequencias depositadas no GenBank.
Ao gene consenso foram adicionados sitios de restricdo para as enzimas EcoRI e
Kpnl visando a clonagem direcional no vetor de expressao pPICZaB (Invitrogen)
em P. pastoris. O gene foi sintetizado in silico e clonado no vetor pUC18 pela
empresa Epoch Life Science (Texas, US).

2.2 Clonagem em P. pastoris: o vetor pUC18 contendo o gene da quimera e o
vetor de expressédo pPICZaB, foram digeridos com a enzimas EcoRI e Kpnl. O
gene da quimera liberado do vetor pUC18 foi extraido e clonado no vetor
pPICZaB utilizando E. coli TOP 10. Os clones recombinantes foram selecionados
e propagados em caldo LB contendo 100 pg/ml de zeocina. A presenca do inserto
foi confirmada por digestdo com as enzimas de restricdo EcoRI e Kpnl. O
plasmideo recombinante foi propagado em E. coli TOP 10, purificado, linearizado
com a enzima de restricdo Pmel (New England Biolabs) e precipitado. Células
competentes de P. pastoris KM71H foram preparadas e transformadas por
eletroporacdo (25 uF, 200 Q, 2 kV) com 10 ug de DNA do plasmideo
recombinante e semeadas em meio YPDS contendo 100 pg/ml de zeocina a 28
°C por 4 dias.

2.3 Selecao dos recombinantes: as colbnias obtidas 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 a DOgpp=4. As
culturas foram centrifugadas e o pellet suspenso em 200 pul de BMMY contendo
0,5% de metanol. A cada 24 h, 0,5% de metanol foi adicionado, visando induzir a
expressdo da proteina recombinante e amostras do cultivo foram coletadas
diariamente durante trés dias. Os niveis de expressado foram 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
condi¢des descritas acima. Como a proteina ndo foi secretada para o meio de
cultivo, a lise dos pellets foi realizada com pérolas de vidro e posterior sonicacao,
a fim de obter a proteina intracelular.

2.4 Caracterizacdo por Western blot: os sobrenadantes, provenientes da lise
dos pellets de quatro diferentes clones, foram submetidos a eletroforese em gel
de SDS-PAGE 12%, eletrotransferidos para uma membrana de nitrocelulose e
bloqueada com 5% de leite desnatado em PBS a 37 °C durante 2 h. Apds
lavagem com PBS-T, a membrana foi incubada com mAb anti-histidina (Sigma-
Aldrich) na diluicdo 1:5000 (37 °C, 1 h). Apés nova lavagem, a membrana foi
incubada com soro anti-imunoglobulinas de camundongo conjugado com
peroxidase na diluicdo 1:6000 (37 °C, 1 h). As bandas imunorreativas foram
evidenciadas através da revelacdo com DAB e 0,5 % de peroxido de hidrogénio
diluidos em Tris-HCI 50 mM.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A producéo de vacinas recombinantes experimentais contra PES tem sido
considerada uma abordagem importante buscando desenvolver uma vacina mais
eficiente. A porcdo C-terminal da adesina P97 (P97R1) e a ribonucleotideo
redutase (NrdF) j& demonstraram capacidade de conferir protecdo parcial em
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suinos quando avaliadas individualmente e a proteina de choque térmico P42 tem
sido destacada como um imundgeno potencial em varios estudos. O gene
sintético que codifica para a proteina quimérica, composta pela fusdo dos
antigenos P97R1, P42, NrdF e LTB foi eficientemente clonado no vetor de
expressao pPICZaB em P. pastoris (Figura 1).
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Figura 1. Mapa molecular demonstrando o gene sintético (Itbrlp42nrdf) fusionado
ao vetor pPICZaB.

O vetor pPICZaB/LTBR1P42NrdF foi utilizado para transformar células
TOP10 de E. coli, resultando em sete colonias, das quais trés foram confirmadas
como recombinantes resistentes. A transformacao da cepa KM71H de P. pastoris
com os plasmideos recombinantes linearizados resultou em muitas colénias das
quais cinco foram identificadas com expressdo positiva por Dot blot. Os quatro
clones com maior expressao foram utilizados em crescimento em larga escala e
0s cultivos expressos em meio liquido foram submetidos a lise celular. A proteina
quimérica foi obtida do pellet e caracterizada por Western blot apresentando um
tamanho aproximado de 70 kDa (Figura 2).
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Figura 2. Western blot de clones de P. pastoris expressando a proteina quimérica
(LTBR1P42NrdF), previamente selecionados por Dot blot. 1, Marcador de peso
molecular; 2, controle positivo proteina de M. hyopneumoniae; 3, Controle
negativo (cepa KM71H); 4-7, clones de P. pastoris.

4. CONCLUSOES

A proteina quimera recombinante contendo os antigenos P97R1, P42 e
NrdF de M. hyopneumoniae associados ao adjuvante de mucosa (LTB) foi
clonada e expressa com sucesso em P. pastoris. Novos estudos serao
conduzidos para otimizar as condi¢cfes de expressdo e purificacdo e a proteina
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quimérica serd avaliada quanto a capacidade de inducdo de resposta imune
protetora em suinos visando o desenvolvimento de uma vacina mais eficiente
contra PES.
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