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Mycoplasma hyopneumoniae € o agente etiologico da pneumonia enzodtica
suina (PES), que é uma doenca respiratoria cronica responsavel por grandes
perdas econbémicas na suinocultura. As vacinas usadas contra PES séo
constituidas por células bacterianas inativadas, sendo chamadas de bacterinas.
Estas vacinas apresentam custo relativamente alto de producdo, devido as
dificuldades de cultivo de M. hyopneumoniae, além de oferecerem apenas
protecdo parcial aos animais vacinados. A partir do sequenciamento do
genoma de linhagens de M. hyopneumoniae, o trabalho de identificagcdo de
genes codificadores de proteinas potencialmente antigénicas (que sao capazes
de induzir resposta imune) foi acelerado, permitindo a selecdo de diversos
antigenos como candidatos para utilizacdo em vacina contra a PES. A
producao e caracterizacdo imunoldgica de antigenos recombinantes (proteinas
de M. hyopneumoniae expressas a partir da clonagem dos genes
correspondentes em outra bactéria) € uma etapa do processo de
desenvolvimento de vacinas alternativas, potencialmente mais eficientes e a
um custo menor que o de bacterinas. Neste trabalho, estdo sendo avaliadas
trés proteinas antigénicas de M. hyopneumoniae, que serdao chamadas de
MH1, MH2, MH3, uma vez que suas identidades sao protegidas por patente.
Para isso, a sequéncia de DNA codificadora (CDS) completa da proteina MH1
e as CDSs parciais das proteinas MH2, MH3 foram clonadas em um vetor de
expressdo plasmidial e as proteinas recombinantes correspondentes foram
expressas na bactéria Escherichia coli. Esta metodologia foi empregada devido
a facilidade de cultivo de E. coli em relagao a M. hyopneumoniae, reduzindo o
tempo e o custo de produgdo dos antigenos expressados. Os antigenos
recombinantes foram expressos como proteinas de fusdo com uma proteina
marcadora (GST) e purificados de extratos proteicos totais da bactéria por
cromatografia de afinidade. Os antigenos recombinantes obtidos tiveram a
porcao correspondente a GST removida por clivagem proteolitica. Devido a
contaminacdo destes antigenos com lipopolissacarideos (LPS) antigénicos
oriundos da parede celular da bactéria, foi necessaria ainda a aplicacao de
uma etapa adicional de purificacédo, para extracdo de LPS, antes da realizacao
de ensaios imunologicos. Devido as caracteristicas diferenciais de
hidropaticidade dos antigenos, diferentes protocolos para a remogao de LPS
tiveram que ser padronizados e aplicados a cada uma delas. Os antigenos
recombinantes purificados e livres de LPS foram entdo utilizados em ensaios
de imunizacdo de camundongos, para avaliacdo de imunogenicidade. Os
resultados obtidos demonstraram que os antigenos recombinantes MH1, MH2
e MH3 sao imunogénicos, tendo sido demonstrada a capacidade dos trés de
induzir uma resposta imune humoral (producdo de imunoglobulinas
especificas). Além disso, a resposta celular induzida pelos antigenos
recombinantes esta sendo avaliada com base na producdo de citocinas por



esplendcitos (células do bacgo) dos animais imunizados. Apés a demonstracao
inicial da imunogenicidade dos antigenos MH1, MH2 e MHS3, as respectivas
CDS também foram clonadas em vetor plasmidial de expressdo em células de
mamiferos. Os clones (construcoes de DNA) resultantes serdo testados através
de ensaios de imunizagcdo de camundongos com DNA, para avaliacdo do
potencial destas constru¢des para utilizagdo no desenvolvimento de vacinas de
DNA. Apds a conclusdo da avaliagdo imunolégica em camundongos, 0s
antigenos recombinantes e as constru¢cdes de DNA mais promissoras serao
utilizadas, individualmente ou em diferentes combinagcbes, em ensaios
preliminares de imunizagdo em suinos.
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