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RESUMO

A bactéria Mycoplasma hyopneumoniae é o agente etiologico da pneumonia
enzodtica suina e se adere as células do epitélio ciliar pulmonar do hospedeiro
para a colonizacdo. Essa doenca € responsavel por perdas econdémicas em
muitos paises devido a morbidade dos rebanhos. A bactéria Mycoplasma
flocculare é encontrada principalmente na mucosa traqueal de suinos, como M.
hyopneumoniae, mas é uma bactéria comensal. Ambas apresentam similaridades
genéticas, como o compartilhamento de 90% das proteinas de superficie preditas
e o perfil transcritbmico dos genes que codificam adesinas, proteinas que
proporcionam a aderéncia do micro-organismo, altamente semelhante. Contudo,
andlises gendmicas e transcritbmicas ndo foram capazes de explicar a diferenca
fenotipica entre M. hyopneumoniae e M. flocculare no hospedeiro. Considerando
estudos realizados previamente, se hipotetiza que parte dessa diferenca ocorra
devido a discrepancias na sequéncia de aminoacidos de proteinas de superficie
ortélogas, uma vez que 85% dos pares de proteinas ortdlogas destas espécies
apresentam, pelo menos, um dominio diferencial. Tais dominios diferenciais
podem determinar variacdo funcional e/ou variacdo na resposta imune induzida
no suino. Para caracterizar imunologicamente um par de proteinas ortélogas de
superficie de M. hyopneumoniae e M. flocculare, MHP556 e MF306,
respectivamente, as versdes recombinantes dessas foram expressas em
Escherichia coli BL21 pLysE. Os produtos recombinantes, MHP556-GST e
MF306-GST, foram purificados e utilizados em ensaios de avaliagdo de
imunogenicidade e antigenicidade. Foram demonstradas a antigenicidade das
proteinas nativas MHP556 e MF306, além da imunogenicidade da proteina
recombinante MF306-GST. A comparacdo desses resultados contribuira para a
elucidacdo da funcdo dessas proteinas de superficie na interacdo patdgeno-
hospedeiro e da importancia da presenca de dominios diferenciais entre proteinas

ortélogas na resposta imune desencadeada pelo hospedeiro.
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ABSTRACT

The bacteria Mycoplasma hyopneumoniae is the etiological agent of swine
enzootic pneumonia and attaches to the cilliary tracheal cells to colonize the host.
This disease is responsible for economic losses in many countries due to the
morbidity of pig herds. The bacteria Mycoplasma flocculare is also found mainly in
the tracheal mucosal, as M. hyopneumoniae, but it is a commensal species. Both
species have genetic similarities as they share 90% of their predicted surface
proteins and the transcriptomic profiles of the genes encoding adhesins, proteins
that enable the attachment in host tissue, very similar. Yet, genomic and
transcriptional analysis does not explain the phenotypic difference between M.
hyopneumoniae and M. flocculare within its host. Considering these previous
studies, it was hypothesized that the difference in pathogenicity may be due, in
part, tothe amino acid sequence of the orthologous surface proteins, once that
85% of all orthologous surface proteins of both species show, at least, one
differential domain. These differential domains may trigger functional modifications
and/or immunological modifications by the host. To immunologically characterize a
pair of orthologous surface proteins MHP556 and MF306, from M. hyopneumoniae
and M. flocculare, respectively, recombinant versions were expressed in
Escherichia coli BL21 pLysE. The recombinant products, MHP556-GST and
MF306-GST, were purified and used in immunological and antigenicity assay. The
antigenicity of the native proteins MHP556 and MF306 were established, and the
immunogenicity of the recombinant protein MF306-GST as well. The comparison
of the results of this study may help to elucidate the different functions of both
surface proteins in the host-pathogen interaction and shed light about the
importance of the presence of differential domains in orthologous proteins in the

host immune response.
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1. INTRODUCAO

1.1 Suinicultura no Brasil

A suinicultura, ou criagdo de suinos, é uma atividade importante
economicamente para o Brasil, o colocando como quarto maior criador de suinos
no mundo (ABIPECS, 2016). Cerca de 15,2% dos produtos alimentares e de
derivados da suinicultura total do pais sdo destinado a exportacéo. A regiao Sul é
a que mais se destaca nessas atividades, principalmente nos estados de Santa
Catarina e Rio Grande do Sul. Muitos dos rebanhos de suinos, no pais e no
mundo, sao acometidos por doengas infecciosas como as micoplasmoses, entre

elas pode-se destacar a pneumonia enzodtica suina.

1.2 Pneumonia Enzodtica Suina (PES)

A PES consiste numa doenca infecciosa que afeta o trato respiratério de
suinos, podendo ser transmitida, horizontalmente através de aerossois expelidos
por animais contaminados ou verticalmente, das maes contaminadas para 0s
filhotes (Maes et al.,, 2008). O agente causador da doenca € a bactéria
Mycoplasma hyopneumoniae e somente apO0s a colonizacdo do epitélio ciliar
traqueal do hospedeiro por ela, ocorre o desenvolvimento dos sintomas (Li et al.,
2010). Animais acometidos apresentam tosse cronica, anorexia e retardo no
crescimento, caracterizando uma alta morbidade e baixa mortalidade. Danos no
tecido pulmonar ocorrem entre 14-28 dias, como observado em infeccdes
experimentais (Villarreal et al., 2011), além da infiltracdo de macrofagos e
neutréfilos nas vias aéreas (Figura 1) (Vranckx et al., 2012). A liberacdo das
citocinas pro-inflamatérias TNF-a, IL-1, IL-6, IL-8 e IL-18 por macréfagos também
sao presentes em infecgdes com M. hyopneumoniae, como mostrado por Muneta
et al. (2008). A citotoxicidade da bactéria para o hospedeiro ja foi descrita e é
caracterizada pela presenca de lipideos associadas a membrana celular (LAMPS)
(Bai et al.,, 2013). As LAMPS induzem a producdo de espécies reativas de

oxigénio (ROS) e de oxido nitrico (NO), induzindo o processo de apoptose em
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macrofagos alveolares. Contribuindo assim para o enfraguecimento do sistema

imune do hospedeiro e sobrevivéncia do patdgeno.

Figura 1: Infiltracdo de macréfagos e neutrdéfilos no limen das vias aéreas. As células do sistema imune
estdo indicadas pela seta. Barra de escala = 95 um. Colora¢&o por HE. Sarradell et al. (2003).

Além da infeccdo primaria por M. hyopneumoniae, o0 surgimento de
infeccbes secundarias € comum, levando ao agravamento do quadro clinico como
0 aparecimento de febre, prostracdo e dificuldade respiratéria (Opriessnig et al.,
2011). A presenca de patdgenos oportunistas como o virus da sindrome
reprodutiva e respiratoria suina (PRRS), o virus da influenza suina (H1N1), e as
bactérias Actinobacillus pleuropneumoniae, Bordetella bronchiseptica, Salmonella
sp., Pasteurella multocida, Mycoplasma hyorhinis, Streptococcus suis,
Haemophilus parasuis, e Arcanobacterium pyogenes caracterizam o Complexo
Respiratorio Suino (CRS)(Opriessnig et al., 2011).

Diferentes métodos de diagnéstico séo utilizados para monitorar o
desenvolvimento da PES, dentre eles o cultivo do proprio patbgeno a partir da
bidpsia de animais, considerado padrédo-ouro (Sibila et al., 2009). Todavia, o
crescimento de coldnias € lento e freqlentemente ocorrem contaminagfes por
outras duas espécies de micoplasmas também presentes no trato respiratério
suino. O acompanhamento sorologico dos animais através de ELISA também é
utilizado. Kits disponiveis comercialmente sdo praticos, mas a deteccdo dos
anticorpos varia de acordo com a linhagem de M. hyopneumoniae. Vacinas que

possuem o patogeno inativado (bacterinas) (Thacker et al., 2000) na sua
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composicdo proporcionam uma protecdo parcial, apresentando resultados
satisfatorios na melhora das lesdes pulmonares, ndo prevenindo a colonizagéo do
tecido do hospedeiro e nem a transmissdo do patdgeno. Fisch et al. (2016)
mostrou que essa ineficacia ocorre devido a baixa quantidade de anticorpos
produzidos quando imunizados, também sugerindo uma possivel solugdo com a

adicdo de antigenos recombinantes a formulacéo das vacinas.

1.3 Género Mycoplasma

O género Mycoplasma, pertence a classe Mollicutes que é caracterizada por
apresentar micro-organismos sem membrana celular (Razin & Hayflick, 2010).
Micoplasmas podem apresentar tamanhos muito pequenos, cerca de 0,3 a 0,8 um
de diametro, além de possuir espécies com genomas muito reduzidos, por
exemplo M. genitalium (580 Kb). A andlise gendmica desse grupo revela baixa
porcentagem de citosina (C) e guanina (G), além da economia de rotas
bioguimicas através da reducdo do numero de genes, produto do processo de
evolucdo redutiva. Essa capacidade biosintética reduzida, principalmente quanto
a producdo de aminoacidos, acidos graxos e vitaminas, contribuiu para o
desenvolvimento do modo de vida dependente de um hospedeiro (Grosjean et al.,
2014)

Micoplasmas estao distribuidos na natureza, podendo ser parasitas de uma
ampla gama de seres como reépteis, peixes, aves, artropodes, plantas e
mamiferos, incluindo o ser humano (Razin & Hayflick, 2010). Animais relevantes
para a pecuaria sdo hospedeiros freglentes de diferentes espécies de
micoplasmas, como se pode observar em cria¢cées de gado bovino, 0os quais sao
infectados por M. bovis, responsavel por causar pneumonia, mastite e artrite
(Nicholas & Ayling, 2003). Também, a criacdo de caprinos é usualmente
hospedeira de M. capricolum, causando pleuropneumonia (Dupuy & Thiaucourt,
2014); e de suinos, hospedeiros de M. hyopneumoniae, patégeno responsavel
pela PES (Simionatto et al., 2013), além de M. hyorhinis e M. flocculare.

As trés espécies de micoplasmas encontradas no trato respiratério suino

compartilham entre si cerce de 382 sequéncias de DNA codificadoras (SDC),
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sendo que M. hyopneumoniae e M. flocculare compartilham mais do que ambas

as espécies comparadas com M. hyorhinies (Siqueira et al., 2013).

1.3 M. hyopneumoniae e M. flocculare

A bactéria M. flocculare, assim como M. hyopneumoniae, apresenta
capacidade de se aderir as células ciliares do epitélio respiratério suino, contudo é
um microrganismo comensal (Young et al., 2000). A identificacdo de reacéo-
cruzada dos anticorpos presentes nos soros de suinos com PES foi a primeira
evidéncia de similaridade entre as duas espécies (Bereiter et al., 1990). Essa
reacao foi posteriormente explicada por Stemke et al. (1992), através da
homologia (95,6%) das sequéncias do rRNA 16S das duas espécies,
comprovando proximidade filogenética.

O sequenciamento completo do genoma das duas espécies de micoplasmas
apontou quantidades muito préximas de pares de base (cerca de 0,9 Mpb), além
de baixo conteudo (cerca de 28,5%) de C e G (Siqueira et al., 2013). Do total de
SDCs, 47,5%, para M. flocculare, e 44,4%, para M. hyopneumoniae s&o
responsaveis por codificar proteinas de superficie, as quais apresentam
importante papel na viruléncia do patdgeno. Desse total de SDCs, 90% é
compartilhado entre essas duas espécies, onde algumas ja foram caracterizadas
e sdo adesinas, como P97 (Minion, 1997); P210 e P85 (Wilton et al., 2009); P27,
P52 e P110 (Burnett et al.,, 2006); e Mhp107 (Seymour et al., 2011). Essas
adesinas sdo consideradas possiveis fatores de viruléncia, pois além de
auxiliarem na sobrevivéncia do patégeno, apresentaram sitios de ligacdo aos
componentes de matriz extracelular do hospedeiro, como o plasminogénio
(Raymond & Djordjevic, 2015) e a heparina (Jenkins et al., 2006), por exemplo.
Essa ligagdo promove a proliferacdo bacteriana e a inibicdo de moléculas efetoras
do sistema imune. Durante o processo de colonizagdo pela bactéria (Figura 2), ha
perda total da atividade das ceélulas ciliares devido ao emaranhamento,
aglutinacdo e rompimento promovido pela ligacdo das adesinas aos receptores
celulares (Park et al., 2002).

Cerca de 1/3 do genoma de M. hyopneumoniae codifica proteinas de
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superficie, dentre essas as adesinas. Desse total, 90% sdo compartilhadas com

outra espécie de micoplasma, M. flocculare (Siqueira et al., 2013).

Figura 2: Colonizacéo do epitélio traqueal ciliar (C) por M. hyopneumoniae (M). Microscopia mostrando
a perda das células ciliares apés cinco dias de colonizacdo da bactéria. Barra de escala = 0,83 um. Adaptado
de Debeyt & Ross(1994).

2. JUSTIFICATIVAS E OBJETIVOS

2.1 Justificativa

Proteinas de superficie estdo diretamente expostas ao ambiente do
hospedeiro, apresentando importante funcdo na adeséo bacteriana, evasédo e/ou
modulacdo do sistema imune, se tornando itens importantes para estudos de
interacdo entre patégenos e hospedeiros (Rottem, 2003). No estudo de Siqueira
et al. (2013), se identificou pares de proteinas de superficie ortblogas em M.
hyopneumoniae e M. flocculare, entre essas, ortélogos para as proteinas ja
citadas anteriormente: P97, P216 e P159. A presenca desses ort6logos em
espécies que apresentam comportamento diferente em relacdo ao hospedeiro
sugere que os niveis de expressdo e/ou as modificacdes pos-traducionais, além
da presenca de variacfes dessas proteinas, como a presenca ou auséncia de
dominios funcionais estdo envolvidos na diferenca de viruléncia entre as
espécies.

O estudo realizado por Leal et al. (2016) identificou 184 (85%) pares de
proteinas ortélogas de superficies entre essas duas espécies, sendo que 158

pares apresentavam no minimo um dominio diferencial. Desse total, apenas 3
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pares carregavam dominios diferenciais maiores (50 a 295 aminoéacidos), além de
se apresentarem na por¢cdo extracelular da proteina. No mesmo trabalho, a
caracterizacdo imunologica da porcdo do dominio diferencial de um dos pares,
MHP7448 0612 e MF_00357, foi realizada, comprovando uma maior resposta
celular para a proteina MHP7448 0612, de M. hyopneumoniae.

Nesta dissertacdo, foi feita a caracterizagdo imunologica preliminar do par de
proteinas de superficie ortélogas de superficie hipotéticas MHP556 e MF306. As
CDSs MHP556 e MF306 codificam proteinas com 107 e 207 aminoacidos,
respectivamente (NCBI — M. hyopneumoniae: NC_007295.1; M. flocculare:
NZ_CP007585.1). Elas apresentam 98% e 68% de similaridade e identidade entre
as suas sequéncias, diferindo principalmente na porcdo N-terminal, onde MF306
possui um dominio com 100 aminoacidos que é ausente em MHP556 (Leal et al.,
2016). Essa caracterizacdo tem como objetivo principal elucidar as diferencas
imunoldgicas relevantes para a interacdo patdgeno-hospedeiro que podem estar
relacionadas a patogenicidade de M. hyopneumoniae. Ainda, a caracterizacao
desse par de ortdlogos pode contribuir para esclarecer a questdo ainda nédo
respondida da diferenca fenotipica, entre M. hyopneumoniae e M. flocculare para

o hospedeiro suino.

* 20 * 40 * 60 * 80 * 100
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D : 207

Figura 3: Alinhamento das sequéncias de aminoacidos das proteinas MHP556 e MF306. Alinhamento
realizado com a ferramenta protein BLAST (NCBI). A primeira sequéncia de aminoacidos corresponde a
proteina MHP556, enquanto a segunda corresponde a proteina MF306. Destacado em preto estdo os
aminoacidos idénticos entre as duas sequéncias.

MP7448_556 : [N
MF_306]

2.2 Objetivo geral
Caracterizar imunologicamente as proteinas de superficie ortélogas MHP556 e

MF306 de Mycoplasma hyopneumoniae e Mycoplasma flocculare,

respectivamente.
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2.3 Objetivos especificos

- Expressar as proteinas recombinantes MHP556-GST e MF306-GST,;
- Avaliar a antigenicidade das proteinas MHP556 e MF306 para suinos;
- Avaliar a imunogenicidade das proteinas recombinantes MHP556-GST e

MF306-GST em modelos murinos.

3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Clonagem das sequéncias codificadoras das proteinas MHP7448 556
e MF_306 em vetor plasmidial de expresséo

As proteinas hipotéticas MHP7748 556 (MHP556), de M. hyopneumoniae, e
MFC_306 (MF306), de M. flocculare, previamente definidas como ortélogas com
dominios diferenciais extracelulares por Leal et al. (2016), foram selecionadas
para serem expressas. As respectivas CDSs, MHP556 e MFC306, foram
sintetizadas pela empresa GenScript (EUA) a fim de substituir os cédons TGA,
correspondentes ao aminoacido triptofano em micoplasmas, para o céodon TGG
que corresponde ao mesmo aminoacido em Escherichia coli. As CDSs clonadas
foram fornecidas clonadas em vetor pUC57 e, posteriormente, subclonadas em
vetor de expressédo pGEX-4T-3 (GE Healthcare) por recombinacéo in vivo (Parrish
et al., 2004) em E. coli KC8. A subclonagem proporcionou a geracdo de
plasmideos recombinantes para expressao: pGEX-MHP556 e pGEX-MF306.

Para a identificagdo das coldnias recombinantes resultantes da subclonagem,
um PCR de colbnia foi realizado utilizando oligonucleotideos iniciadores
especificos (Tabela 1) para a regido de homologia do vetor pGEX-4T-3, presentes
no produto da amplificacdo. A PCR envolveu um mix com 10 pum de cada primer,
50 nm de MgCl,, 10 mM de dNTP e 4gua milli-Q para completar o volume total de
20 pL, para cada colonia recombinante. A reacédo foi feita utilizando Tag DNA

polimerase (Invitrogen) e temperatura de extensao de 57°C.
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Tabela 1. Sequéncia dos oligonucleotideos iniciadores utilizados na PCR de
colbnia.

Nome Sequéncia (5’ = 3')
pGEX-Alt-Forward CCTGGATGCGTTCCCAAAA
pGEX-Alt-Reverse CGACACCCGCCAACACC

3.2 Transformacgdes de linhagens de E. coli com os plasmideos
recombinantes pGEX-MHP556 e pGEX-MF306

Trés diferentes linhagens de E. coli: BL21 Star (Invitrogen), BL21 pLysE
(Invitrogen) e Codon Plus RIL (Agilent Technologies) foram transformadas por
choque térmico com CaCl, (Sambrook & Russell, 2001) com os vetores
plasmidiais recombinantes pGEX-MHP556 e pGEX-MF306. As células
transformadas foram selecionadas em meio LB contendo 100 mg/ pL de

ampicilina.

3.3 Expresséo das proteinas recombinantes MHP556-GST e MF306-GST
em diferentes linhagens de E. coli

As mesmas linhagens de E. coli descritas na secdo 3.2 e transformadas
com os plasmideos recombinantes foram cultivadas em 3 mL de meio LB com
100 mg/ pL de ampicilina e incubadas com agitacéo (200 rpm) a 37°C até atingir a
D.O.600 = 0,8. Ap0s, o cultivo foi tratado para indugcdo da expressao das proteinas
recombinantes com 0,1 mM de IPTG segundo Smith & Johnson (1988) e
incubados novamente, nas seguintes condi¢des: por 3h a 37°C, por 16h a 37°C e
por 3h a 26°C. Aliquotas de 1 mL eram entdo lisadas por sonicagdo em sonicador
C601 (Sonicand Material Inc.) com 6 - 8 pulsos,amplitude de 40 e intervalos de 30
s. Todo o procedimento foi realizado com as aliquotas em gelo e as amostras
preparadas para serem analisadas em SDS-PAGE 12%.

A solubilizagdo de ambas as proteinas recombinantes foi realizada,
primeiramente, em cultivos de 50 mL de meio LB com 100 mg/mL de ampicilina.

Apos a inducdo da expressdo de cada proteina, como descrito anteriormente,

19




cada cultivo foi centrifugado a 7.000 rpm, por 6 min a 4°C. O precipitado
resultante da centrifugacéo foi ressuspendido em tampéo STE (10 mM Tris-HClpH
8; 0,1 M NaCl; 1 mM EDTA pH 8) e tratado com 0,3% ou 0,5% de N-lauroilsarcosil
(Millipore). Para a lise das células, o precipitado tratado com N-lauroilsarcosil foi
sonicado, nas mesmas condicdes descritas anteriormente, e centrifugado
novamente a 10.000 g, por 20 min a 4°C para a separagdo da fracdo soluvel da
insoltvel. Amostras com 10 pL de cada fracdo foram preparadas para analise em
SDS-PAGE 12%.

Cultivos em maior escala, 500 mL - 2 L, foram feitos nas mesmas
condi¢cbes padronizadas anteriormente para os procedimentos de purificacdo das
proteinas MHP556-GST e MF306-GST.

3.4 Eletroforese em gel de poliacrilamida-SDS

A preparacdo dos geéis para a SDS-PAGE foi feita segundo Laemmli
(1970), para géis com concentracgdo final de 12% de poliacrilamida.

As amostras do SDS-PAGE foram preparadas com 10 - 20 ul do produto de
interesse a ser analisado, 6 pL de tampé&o de amostra (30 mM Tris-base; 35 mM
SDS; 0,03 mM g azul de bromofenol;, 54,3 mM glicerol; 32,1 mM de beta
mercaptoetanol) e 4 uL de PBS 1x (137 mMNacCl, 2,7 mMKCI, 10 mM NaH;POy,, 2
mM KH,PO4 e pH 7,2 — 7,4) e fervidas a 100°C por 5 min. A migracdo das

amostras foi realizada a 80 v por 30 min e em seguida, por 1 h 40 min por 120 v.

3.5 Purificacao de proteinas recombinantes expressas em E. coli

A purificacdo das proteinas recombinantes fusionadas a glutationa-S-
transferase (GST) foi realizada por cromatografia de afinidade em resina de
Glutationa-Sepharose 4B (GE Healthcare), conforme protocolo do fabricante da
resina. Cada fracdo soluvel, correspondente a cada uma das proteinas
recombinantes, permaneceu incubada por 16h com 2 mL de resina, a 4°C com
agitacdo. Apos a incubacéo, a resina foi separada da fracdo sollvel (precipitando
para o fundo do recipiente) e depositada na coluna de cromatografia (Bio-Rad). A
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eluicdo de cada proteina somente foi iniciada ap6s a lavagem da resina com 20
mL de PBS 1x.

Dois métodos foram testados apos a lavagem da resina: (1) incubacao da
resina por 1h e 30 min, a 25°C, em solucdo de glutationa reduzida (50 mM Tris-
HCIpH 8, 20 mM de glutationa reduzida e 0,2 mM de NaCl, pH 9,0); ou (2)
incubacéo da resina com 50 U de trombina, por aproximadamente 16h, a 25°C.
ApoOs cada incubacdo, as eluicdes foram feitas com (1) solucdo de glutationa
reduzida ou (2) PBS 1x e o eluido analisado em SDS-PAGE 12%.

3.6 Imunizac&o de camundongos

Vinte camundongos fémeas, Balb/c, com 10 semanas de vida foram
utilizados nos ensaios de imunizagdo. Os animais foram imunizados por via
intraperitonial com 25 pg de cada proteina de fusdo purificada, 500 pg de
adjuvante de Freund (Sigma) e PBS 1 x para totalizar doses de 200 pL por
animal. Trés grupos foram formados onde: 8 animais foram imunizados com a
proteina MF306-GST, 6 animais foram imunizados somente com a proteina GST
e 6 animais imunizados somente com o adjuvante de Freund. As coletas de
sangue foram feitas a partir da puncdo da veia facial. Uma primeira coleta
realizada 2 semanas antes da primeira imunizacao para a obtencdo do soro pré-
imune (PI). Um total de 4 imunizac¢bes foram feitas (12 1,15 DPI, 30 DPI e 45 DPI),
com intervalos de 15 dias entre elas e com coleta de sangue, 1 semana apos
cada imunizacao, de cada animal. A manipulacéo e os procedimentos envolvendo
os animais foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais da UFRGS
(projeto n° 25857).

3.7 ELISA indireto para a avaliacdo da imunogenicidade

Placas de 96 pocos foram sensibilizadas com 0,4 ug/ poco de cada proteina
recombinante purificada em tampao carbonato/ bicarbonato 0,1 M, segundo
(Virginio et al., 2014). Para a titulacdo, os soros dos animais PI, 15 DPI, 30 DPI e
45 DPI foram utilizados, sendo a dilui¢ao inicial de 1: 500 a 1:64.000.
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Para a avaliagdo da imunogenicidade em cada animal, os soros foram
utilizados na diluicdo de 1: 16.000 em solucdo blotto 5% (5% leite em po
desnatado, PBS). O anticorpo secundario utilizado foi anti-lgG de camundongo
conjugado com peroxidase (Sigma) (1:4.000). D.O. de cada amostra foi registrada
a 490 nm apds adicdo da solucdo de parada H,SO4 1N (98% H,S04,2% H,0). As
andlises estatisticas e as representacdes graficas foram feitas utilizando
GraphPad Prism 6 (GraphPad Software).

3.8 Imunoblot para a avaliacdo da antigenicidade

A antigenicidade das proteinas nativas de M. hyopneumoniae e M.
flocculare foram avaliadas segundo Moitinho-Silva et al. (2012). Os soros de
suinos infectados com M. hyopneumoniae, cedidos pela EMBRAPA (Concordia —
SC, Brasil), foram utilizados no imunodot e no imunoblot para analisar a reacdo
frente as proteinas recombinantes.

Para o imunodot, 0,15 pug/ mL de cada proteina recombinante e de GST
foram adicionados separadamente na membrana de nitrocelulose (Bio-Rad), a
qual foi incubada em solucédo blotto 5% por aproximadamente 16h, a 4°C. Um
pool dos soros de suinos foi utilizado na diluicdo de 1:500 a 1:16.000, e incubado
juntamente com a membrana a 25°C por 1h e 15 min. O anticorpo secundario
utilizado foi anti-lgG de porco conjugado com peroxidase (Sigma)(1:10.000).

O imunoblot foi realizado com transferéncia das proteinas do gel de SDS-
PAGE 12% para membrana de a seco. A membrana e o gel foram incubados no
Trans-Blot SD Semi-DryTransferCell (Bio-Rad) a 15 v por 1h com tampéo de
transferéncia gelado (60 mM glicina, 8 mM Tris-base, 20% metanol). Apds, a
membrana foi bloqueada com solucéo blotto 5% por 16h, a 4°C. A incubacdo com
o pool de soros de suinos (1: 2.000) foi feita por 1h e 30 min, a 25°C. O anticorpo
secundério utilizado foi anti-lgG de porco com peroxidase (Sigma) (1: 10.000). A
ligagdo antigeno-anticorpo foi visualizada usando o Pierce ECL Western Blotting

Substrate (ThermoScientific).
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4. RESULTADOS

4.1 Clonagem das CDSs MHP556 e MFC306

As CDSs MHP556 e MFC306 foram subclonadas em vetor pGEX-4T-3,
resultando em 14 coldnias de E. coli recombinantes. Desse total, 10 colbnias
recombinantes correspondiam a amplificacio de MHP556 e 3 col6nias
recombinantes correspondias a amplificacdo de MFC306, ambas acrescidas de
50 pb correspondendo a amplificacdo da regido de homologia ao vetor (pGEX-
MHP556 e pGEX-MF306) (Figura 4). Os produtos da amplificacdo correspondem
sao de 432 pb (canaletas 1, 2, 5, 7, 8, 12, 18, 21, 25 e 27), para pGEX-MHP556 e
de 582 pb (canaletas 15, 16 e 22) para pGEX-MF306. As colonias das canaletas

22 e 24 foram utilizadas para a confirmacao por sequenciamento.

M 1 2 3 4 5 & F 8 92 1 11 12 13 14

M 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27

631pb —

540 pb —
126 pb -
p

Figura 4: Identificacdo das coldnias recombinantes. Eletroforese em gel de agarose 1% com PCR de
colbnia para a identificagdo das coldnias recombinantes com os CDSs MHP556 (396 pb) e MFC306 (546 pb)
acrescidas da amplificagdo da regido de homologia ao vetor (36 pb). O marcador de tamanho de fragmentos
de DNA em pb esta representado com a letra “M”. As canaletas 1, 2, 5, 7, 8, 12, 18, 21, 25 e 27 apresentam
bandas de aproximadamente 432 pb, correspondentes a amplificacdo de MHP556 mais a regido de homologia
ao vetor (pGEX-MHP556). As canaletas 15, 16 e 22 apresentam bandas de aproximadamente 582 pb,
correspondentes a amplificagdo de MFC306 mais a regido de homologia ao vetor (0GEX-MF306).

4.2 Expresséo das proteinas recombinantes MHP556-GST e MF306-GST

Trés linhagens de E. coli: BL21 Star, BL21 pLyskE e BL21 Codon Plus RIL
foram transformadas com os plasmideos recombinantes pGEX-MHP556 e pGEX-

MF306. A expressdo das proteinas recombinantes com inducdo por IPTG foi
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avaliada em 3 condic¢Oes diferentes de temperatura e tempo. Nas colonias das 3
linhagens de E. coli foi observada a expressdo de ambas as proteinas
recombinantes do tamanho esperado: aproximadamente 41,5 kDa para MHP556-
GST e aproximadamente 47,6 kDa para MF306-GST, onde 26 kDa pertencem a
GST. A linhagem BL21 pLysE apresentou maior intensidade na banda de
expressdo das duas proteinas recombinantes, principalmente no tempo de

inducao de 16h, se comparado as outras duas linhagens (Figura 5 e 6).

BL21 pLysE BL21 Codon Plus RIL BL21 Star
M nind. 3h 16h  nind. 3h 16h n.ind. 3h 16h

220 kDa—

50 kDa—
40 kDa— -

20 kDa—

10 KDa—

Figura 5: Expressdo da proteina recombinante MHP556-GST. Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)
12% com extratos protéicos das 3 linhagens de E. coli transformadas com o plasmideo recombinante pGEX-
MHP556. O marcador de peso molecular, em kDa, esta representado pela letra “M” e a banda de expressdo da
proteina recombinante (aprox. 41,5 kDa) MHP556-GST esta indicada com uma seta. Para cada linhagem de E. coli,
foram avaliados os extratos sem inducéo por IPTG (n.ind.), com inducdo por IPTG por 3h (3h) e com indugao por
IPTG por 16h (16h). O gel foi corado com coomassie blue.

BL21 pLysE BL21 Codon Plus RIL BL21 Star
M nind.  3h 16h nind. 3k  16h n.ind. 3h 16h

220 kDa—

50 kDa—
40 kDa—

20 kDa—
10 KDa—

Figura 6: Expressdo da proteina recombinante MF306-GST. Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)
12% com extratos protéicos das 3 linhagens de E. coli transformadas com o plasmideo recombinante pGEX-MF306.
O marcador de peso molecular, em kDa, esta representado pela letra “M” e a banda de expressao da proteina
recombinante (aprox. 47,6 kDa) MF306-GST esta indicada com uma seta. Para cada linhagem de E. coli, foram
avaliados os extratos sem inducao por IPTG (n.ind.), com indugé&o por IPTG por 3h (3h) e com inducéo por IPTG por
16h (16h). O gel foi corado com coomassie blue
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Seguindo a padronizacdo da expressdo das proteinas recombinantes, foi
avaliado o efeito da reducéo de temperatura (de 37°C para 26°C) no tempo de 3h
de inducdo de expressdo (Figura 7) na etapa de purificacdo (item 4.3). A
intensidade das bandas de expressdo de MHP556-GST e de MF306-GST sofreu

uma leve diminuicdo, se comparado com a expresséo a 37°C por 16h.

BL21pLysE BL21plysE
M nind. 3h  nind.  3h

220 kDa—
e —
' 1
50 kDa — s & . o = —
——
40 kDa— _* . -
- -
b & —
20 kDa — e
10 kDa—

MF306-GST MHP356-GST

Figura 7: Expressd@o das proteinas recombinantes MHP556-GST e MF306-GST com diminuicdo da
temperatura de inducdo de expressdo. Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) 12% com o0s
extratos protéicos da linhagem de E. coli BL21 pLysE transformada com os plasmideos recombinantes
pGEXMHP556 e pGEXMF306. O marcador de peso molecular, em kDa, esta representado pela letra “M” e as
bandas de expressdo das proteinas MHP556-GST (aprox. 41,5 kDa) e da proteina MF306-GST (aprox. 47,6
kDa) estéo indicadas com setas. Foram avaliados os extratos sem inducéo por IPTG (n.ind.) e com indugédo por
IPTG por 3h (3h). O gel foi corado com coomassie blue

Para a solubilizacdo, foram testadas duas diferentes concentracdes de N-
lauroilsarcosil para ambas as proteinas recombinantes: 0,3% (Figura8 Ae 9 A) e
0,5% (Figura 8 B e 9 B). A solubilizacdo das duas proteinas recombinantes foi maior

com a concentracdo de 0,5% de N-lauorilsarcosil, proporcionando maior quantidade

dessas proteinas na porcéo soltvel do cultivo celular.
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Figura 8: Solubilizagdo da proteina recombinante MHP556-GST.Eletroforese em gel de pciacrilamida (SDS-
PAGE) 12% com as fragOes insolivel (F. insol) e soltvel (F. sol) dos cultivos celulares de E. coli BL21 pLysE com
expressdo de MHP556-GST nas condigbes (A) sem tratamento com N-lauorilsarcosil (Sem tratamento), com
tratamento de 0,3% de N-lauroilsarcosil (0,3% N-lauroilsarcosil) e (B) com tratamento de 0,5% de N-lauorilsarcosil.
O marcador de peso molecular, em kDa, esta representado pela letra “M” e as bandas correspondentes a proteina
rMHP556 estdo indicadas com uma seta. O gel foi corado com coomassie blue

Sem 0,3% 0,5%
A tratamento N-lauorilsarcosil B M-lauorilsarcosil
M. ~ sol. _inso_l. sol. insol. 290 kDa—__ M insol. sol
220 kDa— i T
50 kDa__ < 50 kDa— N <
—

40 kDa—. —

- —_— -

20 kDa___ 20kDa—@ -

Figura 9: Solubilizacdo da proteina recombinante MF306-GST.Eletroforese em gel de pgiacrilamida (SDS-
PAGE) 12% com as fra¢des insoltvel (F. insol) e soltvel (F. sol) dos cultivos celulares de E. coli BL21 pLysE com
expressdo de MF306-GST nas condi¢cdes (A) sem tratamento com N-lauorilsarcosil (Sem tratamento), com
tratamento de 0,3% de N-lauroilsarcosil (0,3% N-lauroilsarcosil) e (B) com tratamento de 0,5% de N-lauorilsarcosil.
O marcador de peso molecular, em kDa, esta representado pela letra “M” e as bandas correspondentes a proteina
rMHP556 estdo indicadas com uma seta. O gel foi corado com coomassie blue.

4.3 Purificacdo das proteinas recombinantes MHP556-GST e MF306-GST

A fracdo soluvel dos extratos celulares de E.coli BL21 pLysE com inducao
da expresséao das proteinas recombinantes por 3h a 26°C foi utilizada na etapa de

purificacdo. Apos clivagem das proteinas recombinantes da porcédo GST e eluicdo
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com tampao de eluicdo, observou-se baixa quantidade de ambas as proteinas no
eluido (dados ndo mostrados), se comparado ao nivel de expressdo observado
apos a solubilizacao.

Devido ao baixo rendimento observado para MHP556-GST e MF306-GST,
foi analisada a purificacdo das proteinas sem a clivagem do GST, fazendo com
gue permanecesse na forma fusionada com a GST para que se obtivesse
quantidades suficientes para os proximos experimentos. Foram feitas com tampéao
de eluicdo com glutationa reduzida. Foram recuperados aproximadamente 400 ug
de GST-MHP556 e 3 mg de GST-MF306 (Figura 10) em 1 L de cultivo celular.

<
e =
G ©
M W ﬂfbﬁﬁ
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Figura 10: Purificacdo das proteinas recombinantes MHP556-GST e MF306-GST. Eletroforese em gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE) 12% com as proteinas recombinantes na forma fusionada purificadas.O marcador
de peso molecular, em kDa, esta representado pela letra “M” e as bandas correspondentes as proteinas
recombinantes na forma fusionada estdo indicadas com uma seta. O gel foi corado com coomassie blue

4.4 Avaliacdo da imunogenicidade da proteina recombinante MF306-GST

A resposta imune humoral apresentada pelos camundongos imunizados
com MF306-GST foi avaliada através de ELISA indireto. Foram avaliados os
soros Pl e os coletados apds as imunizagdes (15 PI, 30 Pl e 45 PI). Inicialmente
um pool dos soros foi avaliado com diluicdes seriadas de 1:500 até 1:64.000
(dados ndo mostrados), resultando na melhor diluicdo para a analise individual
dos soros, a diluicdo de 1:16.000.

Na avaliacdo dos soros coletados de cada animal PI, 15 PI, 30 Pl e 45 PI,
comparados aos soros dos grupos controles (adjuvante de Freund e GST), houve
uma resposta imune humoral significante quando os animais foram imunizados
com MF306-GST, principalmente observada nos soros 45 PIl. Nao houve
quantidade significante de anticorpos em resposta a por¢cdo GST presente na
proteina recombinante. Esses resultados mostram que a proteina MF306-GST

desencadeia uma resposta imune humoral, se mostrando imunogénica.
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Figure 11: Resposta imune humoral total dos camundongos imunizados com MF306-GST.
Camundongos imunizados com 25 ug/ dose de MF306-GST e 25 ug/ dose de GST para controle. Placas de
96 pocos foram sensibilizadas com MF306-GST (A) e com GST (B), ambos na concentragdo de 0,4 pg/ pogo.
Os soros dos animais foram coletados 15, 30 e 45 dias ap6s a imunizagdo e diluidos de 1:1.6000. O eixo y
representa a densidade étima (OD) a 492 nm de 8 animais no grupo imunizado com MF306-GST, 6 animais
no grupo imunizado com GST (controle) e 6 animais no grupo que recebeu somente o adjuvante de Freund
(controle). Os asteriscos indicam resultados significantes na resposta humoral (* p< 0,05; ****p<0,0001) se
comparado aos controles negativos.

4.5 Avaliagdo da antigenicidade das proteinas nativas MHP556 e MF306

Inicialmente foi realizado um ensaio de imunodot com pool de soros de

suinos experimentalmente infectados com M. hyopneumoniae. Foi avaliada a
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reatividade desse pool de soros diluido seriadamente de 1: 500 até 1: 16.000
frente as proteinas MHP556-GST e MF306-GST, também frente a GST (controle
negativo) (Figura 12). Observaram-se reacfes de diferentes intensidades entre os
anticorpos presentes nos soros e as proteinas recombinantes. Frente a proteina
MHP556-GST houve maior intensidade da reacdo nas diluicdes de 1: 500 até 1:
4.000, mostrando alta antigenicidade. A reatividade frente a proteina MF306-GST
foi de menor intensidade, mas ainda observavel até uma diluicdo de 1:4.000.

Nenhuma reatividade do pool de soros foi observada frente a GST.
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Figura 12: Dotblot para avaliagéo da antigenicidade das proteinas MHP556 e MF306. Dotblot realizado em
membrana de nitrocelulose utilizando pool de soros de suinos experimentalmente infectados com M.
hyopneumoniae.diluidosseriadamente, de 1:500 a 1:1.6000. As proteinas MHP556-GST e MF306-GST , assim
como a proteina GST (controle) foram pipetadas na membrana na concentragdo de 0,15 mg/ mL. O resultado
do dotblot foi visualizado através de quimioluminescéncia.

O imunoblot, para a confirmagdo dos resultados observados no dotblot,
com as proteinas MHP556-GST, MF306-GST e GST (controle) foi realizado com
0 pool de soros na diluicdo de 1: 2.000 (Figura 13). ApOs a adicdo do anticorpo
secundério, foi possivel visualizar reacdo somente entre 0s anticorpos presentes
no pool de soros em frente a MHP556-GST, confirmando a antigenicidade da
proteina nativa MHP556.

O resultado frente a proteina MF306-GST foi inconclusivo, possivelmente
devido a problemas técnicos e a menor reatividade dos soros frente a essa
proteina. O experimento devera ser repetido, com a utilizacdo do pool de soros

em uma menor diluig&o.
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Figura 13: Imunoblot para avaliagdo da antigenicidade das proteinas MHP556 e MF306. (A) Eletroforese
em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) 12% correspondente & membrana de nitrocelulose com imunoblot (B)
Imunoblot realizado utilizando pool de soros de suinos experimentalmente infectados com M. hyopneumoniae

diluido de 1:2.000 frente as proteinas MHP-GST e MF306-GST, e GST como controle.

5. DISCUSSAO

M. hyopneumoniae, agente etioldgico da PES, e M. flocculare, bactéria
comensal encontrada também no trato respiratorio suino, sdo duas espécies de
microrganismos que apresentam grandes semelhancas genéticas e
transcritbmias. Elas compartilham aproximadamente 487 CDSs, sendo o total
para M. hyopneumoniae de 692 CDSs e de 585 CDSs para M. flocculare. Desses
totais, 44,4%, em M. hyopneumoniae e 47,5%, em M. flocculare codificam
proteinas de superficie, sendo a maioria adesinas (Siqueira et al., 2013).
Proteinas de superficie estdo diretamente em contato com células e outros
componentes do sistema imune do hospedeiro, podendo desempenhar papéis
importantes como fatores de viruléncia. A comparacao de genes ortdlogos de M.
hyopneumoniae e M. flocculare codificadores de proteinas com diferenca em
dominios extracelulares pode fornecer informacdes sobre patogenicidade e
auxiliar na identificagdo de fatores de viruléncia, como observado por Leal et al.
(2016). Este estudo avaliou a resposta imune induzida pelo par de proteinas
ortélogas de superficie MHP7448 0612, de M. hyopneumoniae e MF_00357, de
M. flocculare. Foi possivel analisar uma resposta imune celular maior e mais
duradoura desencadeada pelo dominio diferencial presente na proteina de M.
hyopneumoniae. Além da analise imunoldgica desse par, 158 pares de proteinas
ortélogas de superficie foram identificadas como possuindo pelo menos 1 dominio
diferencial entre elas. Desse total, somente 9 pares apresentavam dominios

diferenciais maiores que 50 aminoacidos e, dentre esses somente 3 possuem
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dominios extracelulares. Um destes 3 pares de proteinas, MHP7448 0556 e
MF_00306, foram selecionados para caracterizagdo nesse estudo. As CDSs
codificadoras das proteinas ortdlogas de superficie hipotéticas MHP556 e MF306
foram subclonadas em vetor de expresséo, expressas em E. coli e purificadas. As
versdes recombinantes foram utilizadas em ensaios de avaliacdo de
imunogenicidade e de antigenicidade.

Os oligonucleotideos iniciadores projetados permitiram a amplificacao para
posterior clonagem e expressdo, em E. coli, das CDSs completas MHP556 e
MFC306. O método utilizado na clonagem por recombinacdo homodloga in vivo
(Parrish et al., 2004) foi escolhido porque proporciona maior rapidez e maior
economia de reagentes se comparado aos métodos classicos de clonagem com
endonucleases de restricdo e DNA-ligase. O vetor de expressao utilizado, pGEX-
4T-3, permitiu niveis de expressao que proporcionaram rendimentos finais das
proteinas recombinantes purificadas da ordem de 3 mg por litro de cultura, para
MF306-GST, e 0,4 mg por litro de cultura, para MHP556-GST. Esses rendimentos
foram relativamente baixos, se comparado com estudos prévios que expressam
outras proteinas dos mesmos microrganismos no mesmo vetor de expressao
(Moitinho-Silva et al., 2012; Virginio et al., 2014; Leal et al., 2016).

A clonagem molecular e a expressdo heterdloga sdo métodos comumente
utilizados para a producéao de proteinas recombinantes. Um dos microrganismos
mais utilizados como hospedeiro neste tipo de abordagem experimental é a
bactéria E. coli, devido a facilidade do seu cultivo e por constituir um sistema de
biossintese economicamente acessivel (Nuc & Nuc, 2006).A expressdo das
versdes recombinantes de MHP556 e de MF306, na forma de proteinas de fuséao
com a GST (MHP556-GST e MF306-GST, respectivamente) foi feita em E. coli
BL21 pLysE, a qual apresentou maior e melhor nivel de expressdo de ambas as
proteinas recombinantes, se comparada com as linhagens BL21 STAR e BL21
Codon Plus Ril também testadas. Todas as linhagens proporcionam as mesmas
vantagens no momento da expressdo em relacdo as proteinas recombinantes,
como a auséncia de proteases Lon e OmpT, para a minimizagdo da degradacédo
proteolitica, e possibilidade de utilizagdo de sistema de controle de expressao
baseado em promotor lac e inducdo com IPTG. No que se diz respeito a producao
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de proteinas recombinantes de micoplasmas em microrganismos heterélogos, ha
um obstaculo a ser superado: o mesmo cédon para o triptofano em micoplasmas
corresponde a um cdédon de parada em E. coli. No presente trabalho, as CDSs
com substituicbes dos cédons de TGA para TGG foram produzidas
sinteticamente.

A purificagcdo de proteinas de superficie pode ser laboriosa devido ao
carater hidrofobico dessas moléculas (Arnold & Linke, 2008). Para isso,
geralmente € necessaria uma etapa de solubilizagcdo, na qual séo utilizados
detergentes. A selecédo do detergente deve levar sempre em conta a interferéncia
nos procedimentos de purificacdo e da alteracéo a estrutura da proteina, que nao
devem ocorrer. As versdes recombinantes MHP556-GST e MF306-GST estavam
em proporcdes semelhantes na fracdo soluvel e insoluvel dos cultivos celulares,
para aumentar a quantidade de ambas as proteinas na fracdo soltvel, uma etapa
de solubilizag&o utilizando 0,5% de N-lauroilsarcosil foi utilizada com sucesso. O
estudo realizado por Lundbéck et al. (2003) mostrou que concentracdes a partir
de 0,54 mM de N-lauroilsarcosil interferem na atividade de ligacdo da GST com a
matriz de glutationa-agarose. No presente trabalho foi utilizado aproximadamente
0,17 mM (0,5%) de N-lauroilsarcosil, o que se encontra bem abaixo da
concentracdo potencialmente problemética. O N-lauroilsarcosil € um detergente
anibnico que nao afeta a estrutura da proteina e promove o0 rompimento de
interacdes hidrofébicas expostas dessas moléculas (Frankel et al., 1991), o que
desestrutura agregados protéicos insollveis e impede a formagéo de agregados a
partir de moléculas protéicas solubilizadas. Esses agregados protéicos sao
também chamados de corpos de incluséo, interferindo no rendimento durante a
etapa de purificacdo (Lichty et al., 2005). Os corpos de inclusdo séo agregados
ndo-cristalinos e amorfos de proteinas, apresentando formas funcionais e néao-
funcionais (Palmer & Wingfield, 2012).

Muitos vetores de expressao foram construidos para simplificar a etapa de
purificacdo de proteinas expressas heterologamente em E. coli, todavia, muitas
utilizam reagentes desnaturantes durante o procedimento, como por exemplo a
cromatografia por afinidade em matriz de IgG-Sepharose (Goding, 1978). Esses

reagentes podem alterar a antigenicidade e a atividade da proteina a ser
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purificada. Os vetores de expressdo da série pGEX, por outro lado, foram
construidos de modo a proporcionarem altos niveis de expressao e purificacdo da
proteina recombinante em condi¢cdes ndo desnaturantes (Smith & Johnson, 1988).
As proteinas recombinantes expressas a partir de sequéncias clonadas em
vetores de expressdo pGEX sdo expressas em fusdo com a GST na sua
extremidade N-terminal. A GST se liga por afinidade a glutationa imobilizada na
matriz de agarose da resina, sendo essa ligacdo reversivel com a adicdo de
tampdao contendo glutationa reduzida como competidora. O sistema ainda permite
que a porcdo da proteina de fusédo correspondente a GST seja removida por
clivagem proteolitica.

A purificacdo das proteinas recombinantes MHP556 e MF306 expressas
em vetor pGEX com clivagem por trombina para a liberacdo da GST apresentou
rendimentos muito baixos, considerando-se as quantidades presentes na fracdo
soltvel dos cultivos celulares apés o tratamento com N-lauroilsarcosil. Houve
baixa eficiéncia de clivagem por trombina das proteinas de fusdo ou parte da
proteina recombinante livre de GST ficou ainda presa a resina, ndo podendo ser
eluida.

Para que se alcancassem melhores rendimentos para a realizagdo dos
ensaios imunolégicos, a purificacdo das proteinas recombinantes foi feita sem a
etapa de clivagem proteolitica para liberacdo da GST. Também, novas condi¢cdes
de inducdo de expressdo (3h a 26°C) foram utilizadas, pois a diminuicdo da
temperatura e o tempo reduzido de indugéo de expressdo minimizam a formacgao
de corpos de inclusdao (Palmer & Wingdfield, 2012). As proteinas de fusdo
recombinantes MHP556-GST e MF306-GST foram expressas e purificadas em
quantidades suficientes para os ensaios de avaliacdo de antigenicidade. Todavia,
somente a MF306-GST foi obtida na quantidade necessaria para a imunizagédo de
camundongos, primeira etapa dos ensaios de avaliacdo de imunogenicidade. A
utilizacao de proteinas de fusdo em ensaios para avaliacdo de imunogenicidade e
antigenicidade é viavel e valida, desde que haja um controle negativo adicional,
com a GST (Ferreira & Zaha, 1994; Moitinho-Silva et al., 2012). Os resultados das
avaliagbes imunoldgicas feitas com a MHP556-GST e a MF306-GST mostraram

que ndo houve interferéncia significante da GST, pois praticamente ndo houve
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resposta do pool de soros de suinos experimentalmente infectados com M.
hyopneumoniae contra ela nos imunodot; além te ter induzido uma resposta pelo
menos 30% inferior a induzida pela MF306-GST, nos ensaios de imunizacao de
camundongos.

A avaliagdo da resposta imune contra antigenos recombinantes em porcos
é laboriosa e cara, além de requerer quantidades maiores de cada antigeno para
a imunizacdo dos animais (Simionatto et al., 2012). A caracterizagcdo imunoldgica
de MF306-GST com o controle GST foi feita através da imunizacdo de
camundongos com a proteina recombinante de fuséo purificada e apresentou
resultados semelhantes aos ja observados em outros estudos, onde uma
significante resposta imune € observada a partir do dia 30 DPI (Leal et al., 2016;
Moitinho-Silva et al., 2012). O modelo murino é valido para uma avaliacao inicial
da resposta imune desencadeada por antigenos que sdo potenciais fatores de
viruléncia e/ou de potencial diagndstico e/ou vacinal para suinos. A avaliacdo da
imunogenicidade e antigenicidade fornece informacdes importantes para
determinar se um antigeno é importantes na relacédo patégeno-hospedeiro.

Para a avaliagdo da antigenicidade das proteinas nativas MHP556 e
MF306, as proteinas recombinantes correspondentes foram testadas frente a
soros de suinos experimentalmente infectados com M. hyopneumoniae. Mesmo
na forma fusionada, néo foi observada interferéncia da GST nas reacdes entre as
versdes recombinantes e 0s anticorpos especificos presentes no pool de soros,
confirmando mais uma vez que a utilizacdo de proteinas da forma de fusédo é
vélida para os ensaios imunologicos. A proteina recombinante MHP556-GST
mostrou maior reatividade com os anticorpos IgG especificos no pool de soros e o
potencial antigénico da MHP556 pode ser posteriormente confirmado por
imunoblot. Para a MF306-GST, a reatividade dos soros frente a ela observada no
ensaio de imunodot, com diluigBes do soro com reatividade em titulos entre 1: 500
e 1. 4.000, ndo pode ser confirmada no ensaio de immunoblot, quando uma
diluicdo do pool de soros de 1: 2.000 foi utilizada. O carater antigénico da MF306
para suinos devera ainda ser confirmado por imunoblot, em futuros experimentos
a serem realizados utilizando o pool de soros em menor diluicdo (de 1: 500 ou 1:

1.000). Com base nos resultados disponiveis até o momento, pode-se inferir
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possivelmente que a proteina MHP566 € mais antigénica para suinos no contexto
da infeccdo com M. hyopneumoniae do que € a proteina MF306 de M. flocculare.
A antigenicidade de proteinas de superficie de M. hyopneumoniae ja foi descrita
em estudos anteriores, assim como a menor ou até mesmo ausente
antigenicidade de proteinas de M. flocculare (Wilton et al., 2009). O
reconhecimento da MHP556 pelos anticorpos presentes no soro de suinos
infectados com M. hyopneumoniae mostra que essa proteina estd sendo
expressa no momento da infeccdo e possivelmente contribuindo para a

patogenicidade da bactéria.

6. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Foi padronizada a expressédo e a purificacdo das proteinas recombinantes
de fusdo MHP556-GST e MF306-GST. Os resultados dos ensaios imunologicos
demonstraram o potencial antigénico possivelmente diferencial da proteina
MHP556, uma proteina de superficie da bactéria M. hyopneumoniae, em relacao
a sua ortéloga com dominio diferencial MF306, de M. flocculare. Também foi
possivel demonstrar e avaliar a imunogenicidade para camundongos da proteina
recombinante MF306-GST. Com a futura avaliagdo da imunogenicidade de
MHP556-GST espera-se demonstrar a possivel importancia de um dominio
diferencial em um par de proteinas ortélogas. Essa importancia pode estar
relacionada ao determinante antigénico, o que pode ser a chave para a diferenca
fenotipica em relacdo ao hospedeiro dessas duas espécies de micoplasmas téo
semelhantes.

Assim, sdo perspectivas imediatas deste trabalho avaliar tanto a resposta
imune humoral quanto a celular induzidas pela MHP556-GST e pela MF306-GST
em modelo murino; e comparar as imunogenicidades de ambas as proteinas
recombinantes e estabelecer possiveis correlacdes delas com o carater
patogénico de M. hyopneumoniae e comensal de M. flocculare. Além disso,
considerando que a interacdo de proteinas de superficie de bactérias patogénicas

com componentes de matriz celular pode promover a proliferacdo bacteriana e
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auxiliar na disseminacao do patégeno (Raymond & Djordjevic, 2015), pretende-se
avaliar possiveis interac6es da MHP556 e da MF306 com o plasminogénio.

Os resultados presentes e os ainda a serem obtidos poderdo contribuir
para o melhor entendimento da relacdo de M. hyopneumoniae e o hospedeiro.
Também poderao abrir caminho para a identificagdo e caracterizagédo funcional de
possiveis fatores de viruléncia. Esses fatores de viruléncia poderéo ser alvos para
o desenvolvimento de farmacos, alémde auxiliarem na caracterizacao imunoldgica
de novos antigenos com potencial uso em testes imunodiagndsticos e vacinas

para a PES.
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