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Resumo

LEAL, Fernanda Munhoz dos Anjos. Caracterizagdo imunolégica da sinal-
peptidase | de Mycoplasma hyopneumoniae. 2012. 37f. Trabalho de Conclusao
de Curso — Curso de Bacharelado em Biotecnologia. Universidade Federal de
Pelotas.

Mycoplasma hyopneumoniae é o agente causador da pneumonia enzodtica suina
(PES). A PES é uma doenca caracterizada por alta morbidade e baixa mortalidade,
atingindo suinos de todas as idades. Infec¢cdes por M. hyopneumoniae causam
grandes perdas econdmicas pelo retardo no crescimento, redugdo da converséo
alimentar e pelo aumento do uso de antibidticos. Através do sequenciamento de
linhagens de M. hyopneumoniae, sistemas de exportagdo de proteinas foram
identificados. Uma das proteinas envolvidas neste processo é a sinal peptidase I. A
sinal peptidase | encontra-se na membrana externa da bactéria e tem se mostrado
essencial para a sobrevivéncia de outras espeécies bacterianas. Nesse sentido, o
objetivo deste trabalho foi caracterizar imunologicamente a SPase | de M.
hyopneumoniae (MhSPase 1). Para isso, foi realizado a producdo em Escherichia
coli da proteina recombinante rMhSPase |I. A proteina rMhSPase | foi purificada e
utilizada em ensaios de imunizacbes de camundongos BALB/c. A avaliacdo da
imunogenicidade foi feita por ELISA indireto. A resposta imune celular foi
determinada através da deteccdo de citocinas secretadas pelos esplendcitos de
camundongos cultivados in vitro, e estimulados com a rMhSPase I. Os resultados
obtidos demonstraram que a rMhSPase | € altamente imunogénica e induz uma forte
resposta celular do tipo Th2, com altos niveis de secrecdo de interleucina-10. Desse
modo, a rMhSPase | pode vir a ser uma boa candidata para a formulacédo de vacinas
recombinantes contra a PES. No entanto, estudos envolvendo a imunizacdo de

suinos devem ser posteriormente realizados.

Palavras chave: Mycoplasma hyopneumoniae, sinal peptidase |, vacinas

recombinantes, imunodiagnostico



Abstract

LEAL, Fernanda Munhoz dos Anjos. Caracterizagdo imunolégica da sinal-
peptidase | de Mycoplasma hyopneumoniae. 2012. 37f. Trabalho de Conclusao
de Curso — Curso de Bacharelado em Biotecnologia. Universidade Federal de
Pelotas.

Mycoplasma hyopneumoniae is the causative agent of porcine enzootic pneumonia
(PEP). PEP is a disease characterized by high morbidity and low mortality, affecting
pigs of all ages. Infection by M. hyopneumoniae causes great economic loss through
growth retardation, reduction of feed efficiency and also increased use of antibiotics.,
Protein export systems have been identified, through M. hyopneumoniae sequenced
strain. One of the proteins involved in this process is the signal-peptidase I. The
signal-peptidase | is localized in the exterior bacteria membrane and has been shown
to be essential for the survival of other bacterial species. Thus, the objective of this
study was to characterize immunologically the SPase | of M. hyopneumoniae
(MhSPase ). For this reason, the production of recombinant protein rMhSPase | was
performed in Escherichia coli. This protein was purified and used for mice
immunization trials. The evaluation of immunogenicity was performed by indirect
ELISA. The cellular immune response was made by detection of cytokines secreted
by mice splenocytes cultivated in vitro and stimulated with rMhSPase |. The results
showed that | rMhSPase is highly immunogenic and induces a strong Th2 cell
response, with high levels of interleukin-10 secretion. Thus, rMhSPase | might be a
good potencial for the formulation of recombinant vaccines against PEP. However,

further studies involving porcine immunization with this protein should be carried out.

Keywords: Mycoplasma hyopneumoniae, signal-peptidase |, recombinant vaccines,

immunodiagnostic
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1. Introducéo Geral

Este relatorio descreve as atividades realizadas durante o periodo destinado a
disciplina de Estagio Supervisionado de Conclusdo de Curso, do curso de
Graduacdo em Biotecnologia da Universidade Federal de Pelotas. O estagio foi
realizado no Laboratério de Gendmica Estrutural e Funcional, do Centro de
Biotecnologia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, sob orientagcdo do
professor Henrique B. Ferreira. O inicio das atividades praticas se deu no dia 30 de
julho de 2012.

No Laboratorio de Gendmica Estrutural e Funcional, os estudos com
antigenos recombinantes de Mycoplasma hyopneumoniae iniciaram em 2008, com
uma parceria com a Universidade Federal de Pelotas. Este projeto visa a producéo
de antigenos recombinantes para a formulacdo de vacinas contra a pneumonia
enzootica suina (PES).

Durante o periodo de estagio, realizei atividades que envolveram a producao
de um antigeno recombinante com potencial uso vacinal. Para tal, as atividades
incluiram a manutencdo e esterilizacdo de materiais utilizados na rotina do
laboratério, preparo de solucbes, producdo de proteinas recombinantes em
Escherichia coli, purificacdo e quantificacdo de proteinas recombinantes, remocéao
de endotoxinas de proteinas recombinantes, imunizacdo, coleta de sangue e
eutanasia de animais, avaliacdo da resposta imune humoral e celular induzida pela
proteina recombinante em camundongos. Concomitante a essas atividades também
houve a participacdo nos seminarios de dados e do Centro de Biotecnologia da
UFRGS e nas reunides semanais de resultados e discusséo de artigos do grupo de

pesquisa.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo geral
O objetivo deste trabalho foi caracterizar imunologicamente uma proteina de
membrana de M. hyopneumoniae, sinal-peptidase |, quanto a resposta imune

humoral e celular induzida em camundongos.

2.2. Objetivos especificos
- Produzir a proteina recombinante MhSPase | em E. Coli;
- Remover as endotoxinas da proteina recombinante MhSPase I;
- Imunizar camundongos BALB/c com a rMhSPase I;
- Avaliar a resposta imune humoral e celular induzida pela rMhSPase | em

camundongos;
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3. Revisdo Bibliogréfica

3.1. Mycoplasma hyopneumoniae e a PES

Mycoplasma hyopneumoniae é um procarioto pertencente ao filo Tenericutes,
classe Molicutes. Esta bactéria patogénica, causadora da pneumonia enzodtica
suina (PES), possui tamanho diminuto (0,2 - 0,5 pm), genoma reduzido
(aproximadamente 0,9 Mb) e auséncia total de parede celular (Maes, et al., 1996;
Razin, et al., 1998; Barré, et al., 2004). Apés a infeccdo, M. hyopneumoniae adere
ao epitélio ciliado do trato respiratério levando a ciliostase, que causa a degeneracao
e desaparecimento dos cilios, esfoliacdo das células epiteliais e aparecimento de
exsudato nas vias aéreas (Jacques, et al., 1992). A principal forma de transmissao
do agente € o contato direto entre 0s animais, e a introducéo de suinos infectados
em rebanhos sem exposicdo prévia a enfermidade € o meio mais frequente de
disseminacao da doenca (Goodwin, 1985; Ross e Young, 1993). O desenvolvimento
da PES depende da viruléncia do agente, nUmero de organismos presente no
ambiente, suscetibilidade imunolégica dos animais e infecgbes concomitantes com

outros patdégenos (Desrosiers, 2011).

A PES é uma doenca caracterizada por alta morbidade e baixa mortalidade,
atingindo suinos de todas as idades. Infec¢cdes por M. hyopneumoniae causam
grandes perdas econdmicas pelo retardo no crescimento, reducdo da conversao
alimentar e pelo aumento do uso de antibioticos (Maes, et al., 2008; Machado, et al.,
2009). Estudos demonstraram que a infeccdo com M. hyopneumoniae também
predispde suinos a infeccBes secundarias por outros agentes patogénicos como
Actinobacillus (Haemophilus) pleuropneumoniae, ou Pasteurella multocida, podendo
levar a um aumento da gravidade das lesdes pulmonares e diminuicdo da

capacidade de producdo (Wilson, et al., 2012). Quando patdgenos secundarios
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estdo envolvidos os sinais clinicos envolvem febre, dificuldade para respirar,

podendo levar a morte (Maes, et al., 1996).

M. hyopneumoniae também é um dos mais importante agentes envolvido no
complexo de doencas respiratdrias suina (PRDC, do inglés Porcine Respiratory
Disease Complex), A PRDC envolve patdgenos bacterianos ja citados anteriormente
e virais, como o virus da sindrome reprodutiva e respiratéria suina, circovirus suino
tipo 2, virus da doenca de Aujeszky, virus da gripe suina e coronavirus respiratorio
suino. A PRDC é caracterizada clinicamente por baixa taxa de crescimento e
eficiéncia da conversao alimentar, febre, tosse, dispneia e anorexia (Sibila, et al.,

2009).

3.2. Diagnostico, controle e tratamento da PES

Os sinais clinicos e as lesdes podem levar a um diagnostico provisério, mas
testes laboratoriais sdo necessarios para a confirmacdo do diagnéstico da PES
(Thacker, 2004). O isolamento e cultura do organismo é o padrdao ouro, mas nao séao
utilizados como rotina pela dificuldade de isolamento do microrganismo e
contaminagdo com outros micoplasmas suinos, como M. hyorhinis ou M. flocculare
(Maes, et al., 2008; Sibila, et al.,, 2009). Métodos baseados em PCR sdo mais
rapidos do que a cultura bacteriolégica, apresentam menor custo de execucao e tem
sido descritos para a deteccdo de DNA de M. hyopneumoniae em diferentes
amostras. Porém a nao discriminacdo de organismos vivos ou mortos acaba por
determinar que a PCR nado determine entre a presenca de infeccdo ativa e

resquicios de M. hyopneumoniae de outras infec¢des (Sibila, et al., 2009).

Devido as desvantagens apresentadas pela técnica de PCR, testes

sorolégicos sdo 0s mais comumente usados no monitoramento de doencas em
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rebanhos suinos, como teste ELISA e, menos frequentemente, teste de fixagdo do
complemento (Sibila, et al., 2009). Para a deteccdo de anticorpos contra M.
hyopneumoniae, trés testes ELISA comerciais sdo o0s mais frequentemente
utilizados, um ELISA de bloqueio monoclonal (IDEI, Mycoplasma
hyopneumoniae EIA kit, Oxoid) (Feld, et al., 1992), dois ELISAs indiretos, Tween 20-
ELISA, ou ELISA-T (Nicolet, et al., 1980) e HerdCheck® , IDEXX. Porém a variacdo
nos resultados entre os ELISA testados, a incapacidade de diferenciar infeccéo
natural de vacinacéo, variacdo de tempo entre cada animal na soroconversao e
variagcdo na deteccdo de anticorpos contra diferente cepas de M. hyopneumoniae

geram dificuldades no diagndstico preciso da doenca (Sibila, et al., 2009).

A primeira medida para o controle da infeccdo por M. hyopneumoniae séo as
melhorias das praticas de gestdo. Sistemas como all-in all-out de producao, podem
interromper o ciclo de transmissdo de organismos patogénicos para suinos mais
jovens. Esse sistema permite que o produtor adapte as condicbes ambientais para
um grupo de animais, além de possibilitar a limpeza das instalacfes entre grupos de
porcos. Também é um sistema de producdo fechado, o que faz com que a
imunidade do grupo de animais ndo se desestabilize. Outras medidas de controle
incluem diminuicdo da densidade de animais durante as diferentes fases de
producdo, melhorias das condi¢cbes de habitacdo, como pontos de temperatura,
entrada de ar e ventilacdo, e diminuicdo do tamanho do rebanho, sendo os
resultados deste Ultimo variados quanto a correlagdo tamanho do rebanho e

soroprevaléncia de M. hyopneumoniae (Maes, et al., 2008).

O uso de antimicrobianos também pode ser utilizado como estratégia para o
controle e tratamento da infeccdo, sendo as tetraciclinas e os macrolideos os mais

usados. Lincosamidas, pleuromutilinas, fluoroquinolonas, florfenicol,
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aminoglicosideos e aminociclitol também sdo outros antimicrobianos
potencialemente ativos contra M. hyopneumoniae. A combinacdo de antimicrobianos
gue também sdo ativos contra bactérias secundarias que complicam a infec¢do por
M. hyopneumoniae também sao indicados. Devido a auséncia de parede celular, M.
hyopneumoniae é resistente a B-lactamicos, tais como penicilinas e cefalosporinas

(Vicca, et al., 2004; Maes, et al., 2008).

3.3.  Vacinas para Mycoplasma hyopneumoniae

As vacinas comerciais disponiveis atualmente e utilizadas em todo mundo
consistem de preparacdes inativadas de células inteiras. A vacinagao € aplicada em
mais de 70% dos rebanhos suinos e suas vantagens incluem a melhoria do ganho
de peso diario, conversdo alimentar e algumas vezes a taxa de mortalidade (Maes,
et al., 1998; Maes, et al., 2008). Além disso, alguns estudos indicam que as vacinas
utilizadas recentemente reduzem o namero de microrganismos no trato respiratorio
(Meyns, et al., 2006) e pode diminuir o niamero de infeccbes no rebanho (Sibila, et

al., 2007).

As vacinas disponibilizadas ndo impedem a colonizacdo do trato respiratorio
pelo M. hyopneumoniae e outros estudos mostraram que, apesar de reducbes
significativas nos sinais clinicos e lesdes pulmonares, houve reducéo limitada e nao
significativa na transmissdo de M. hyopneumoniae entre animais. (Meyns, et al.,
2006; Maes, et al., 2008). Entre as causas bacterianas de doenca respiratéria em
suinos nos EUA, M. hyopneumoniae € a segunda mais comum, seguida da
Pasteurella multocida e, apesar da vacinacdo generalizada, pneumonia por
micoplasma continua a ser uma grande preocupacao para os produtores de suinos

(Opriessnig, et al., 2011).
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3.4. Antigenos para imunodiagnoéstico e desenvolvimento de vacinas para

a PES
Foram disponibilizados até o momento as sequéncias completas dos
genomas das linhagens patogénicas 7448, 232 e 168 e da linhagem n&o patogénica
J de M. hyopneumoniae. A andlise destes dados abriu novas perspectivas para o
entendimento desta espécie, com foco principalmente, em estudos envolvendo seu

metabolismo e viruléncia (Minion, et al., 2004; Vasconcelos, et al., 2005).

A adesdo do M. hyopneumoniae aos cilios do trato respiratério de suinos é
um pré-requisito para o inicio da infecgéo e esse processo é mediado por moléculas
na sua membrana plasmatica, principalmente proteinas chamadas adesinas
(Zielinski e Ross, 1993). Pinto et al. (2007) foram capazes de detectar cinco
proteinas associadas com citoaderéncia P76, P97, p146, P216 e LPPT mesmo nas
condicbes de cultura de laboratorio, enquanto Li et al. (2009), por sua vez
demonstraram niveis mais elevados de expressdo da adesina P97, da proteina de
50 kDa derivada da adesina P159 e da proteina de 43 kDa derivada da clivagem
proteolitica da proteina P102 na cepa patogénica 232 do que na cepa avirulenta J,

sugerindo participacdo no processo de infecgao.

A adesina P97 é considerada um importante fator de viruléncia devido a sua
capacidade de aderéncia ao trato respiratorio suino. A adesao acontece pela ligacéo
de uma sequéncia de aminoacidos repetidos presente na regido R1 da proteina aos
cilios (Hsu e Minion, 1998), sendo necessarios um minimo de oito aminoacidos para
gue a ligacao ocorra (Minion, et al., 2000). Nas cepas patogénicas 7448 e 232, esta
adesina apresenta 9 e 15 repeticdes de aminoacidos na regido R1, enquanto a cepa

nao patogénica J aparesenta 10 repeticbes, demonstrando que o0 processo de
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7z

aderéncia do M. hyopneumoniae € multifatorial e ndo limita-se a esta proteina

(Ferreira e Castro, 2007).

Conceigéo et al. (2006) demonstrou que uma vacina recombinante contendo a
regido R1 fusionada com a subunidade B da enterotoxina label de Escherichia coli
pode induzir tanto resposta celular quanto humoral, estimulando producéo de IgA na
traquéia e brénquios de ratos. No entanto, resultados adicionais sdo necessarios
para investigar a efichcia desta quimera em suinos. Outro estudo também
demonstrou que suinos vacinados com uma vacina de subunidade com a adesina
P97 desenvolveram menor numero de lesdes pulmonares macroscopicas, indicando
gue a vacina reduziu a gravidade da resposta inflamatoria e a quantidade de M.
hyopneumoniae no trato respiratorio em comparagcédo com 0s animais nao vacinados.
No entanto, a vacina comercial (Suvaxyn ® MH-ona) composta por bacterina foi
mais eficiente na inducdo da resposta imune protetora do que a vacina testada

(Okamba, et al., 2010).

A proteina P216 foi caracterizada recentemente (Wilton, et al., 2009), sendo
processada, gerando as proteinas P120 e P85, as quais se encontram na superficie
de M. hyopneumoniae. Além disso, esta proteina foi reconhecida por anticorpos
presentes no soro de animais convalescentes e experimentalmente infectados com a
cepa patogénica 7448, o que indica sua expressao durante a infeccdo (Simionatto,

et al., 2010).

Simionatto et al. (2010) também demonstraram que as adesinas P102, P97,
LPPT, os antigenos P46 e P95 e a proteina hipotética MHP0660 na forma
recombinante sdo fortemente reconhecidas por soros convalescentes de suinos.
Indicando que estas proteina sdo expressas durante a infeccdo, o que as torna

candidatos promissores para a formulacao de vacinas.



21

Estudos protedmicos mostraram uma superexpressdo das adesinas e/ou
proteinas de superficie P46, P97 e P146 e da proteina hipotética MHP0662 (Pinto, et
al., 2009). Além disso, na cepa patogénica 7448 foram identificadas proteinas
antigénicas ja descritas anteriormente como P36, P46, P97 e NrdF e quatro novos
antigenos, HSP70, EF-TU, pdhB e P76 . Os antigenos HSP70 e EF-TU em sua
forma recombinante demonstraram eliciar respostas humorais em suinos com PE, o

gue sugere potencial diagnéstico (Pinto, et al., 2007).

O sequenciamento dos genomas destas linhagens também possibilitaram a
identificacdo de sistemas de exportacdo de proteinas nessa bactéria. O sistema de
exportacao é responsavel pela inser¢cdo de proteinas na membrana ou exportacao
destas (Driessen e Nouwen, 2008). Esse processo € complexo e a ultima etapa da
exportacdo da proteina-alvo ao seu destino € a retirada do peptideo sinal (PS) feito
por uma das duas sinal-peptidases: sinal-peptidase I, que cliva o PS da maioria das
proteinas ou sinal-peptidase Il, que processa o PS das lipoproteinas (Paetzel, et al.,

2002; Rusch e Kendall, 2007).

3.5. Sinal-peptidase |

A SPase | € uma serino-protease atipica de membrana e tem sido descrita
como essencial as bactérias (Van Roosmalen, et al., 2004). Devido a sua relacéo
com a exportacao de proteinas relacionadas com a patogenicidade das bactérias, a
SPase | tem sido caracterizada como fator de viruléncia para varias espécies, como
Legionella pneumophila, Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidemidis
(Bonnemain, et al., 2004; Lammertyn, et al.,, 2004; Kavanaugh, et al., 2007;
Bockstael, et al., 2009). Por este motivo, e pelo envolvimento na viabilidade celular

das bactérias, a Spase | vem sendo estudada como candidato promissor no
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desenvolvimento de vacina (Rafati, et al., 2006) e antibiéticos (Paetzel, et al., 2000;

Roberts, et al., 2007; Bockstael, et al., 2009).

Em M. hyopneumoniae, a Spase | esta localizada no operon sipS, juntamente
com a CDS correspondente a uma proteina hipotética (MHP0030) e as subunidades
A (gatA), B (gatB) e C (gatC) da aspartil-tRNA/glutamil-tRNA(Asn/GIn)
amidotransferase. O fato de gatA ser super expressa em condicdo de infeccao
sugere coexpressdo de sipS em niveis similares ao de gatA nessa condicdo

(Moitinho-Silva, et al., 2012).

Proteinas de membrana, adesinas, antigenos de superficie e proteina
hipotéticas apresentam PS e provavelmente sdo processadas pela Spase |. Essa
hipétese é aceitavel pois a sinal-peptidase | apresenta expresséao diferencial entre as
trés linhagens de M. hyopneumoniae, enquanto que as diferencas nas sequéncias

das adesinas néo justificariam o processamento proteolitico (Djordjevic, et al., 2004).

Algumas caracteristicas, como sequéncia de aminoacidos de baixa identidade
com ortolégos pertencentes a outros micoplasmas e auséncia de reacao cruzada de
soro anti-rSPase | com extratos de M. flocculare e M. hyorhinis, a indicam como um
potencial antigeno diagnostico (Moitinho-Silva, et al., 2012). Em estudos recentes, a
rMhSPase | se mostrou imunogénica para comundongos e antigénica para suinos foi
demonstrada. A utilizacdo desta proteina recombinante em um teste ELISA mostrou
razoavel concordancia em relacdo ao ELISA-T, e as diferencas de resultados podem
ser explicadas pela baixa sensibilidade (Erlandson et al., 2005) e possibilidade de
falsos positivos observados para o ELISA-T (Bereiter, et al., 1990). No entanto, o

potencial desse teste diagndstico deve ser confirmado por mais experimentos.
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A SPase | também apresenta potencial vacinal pois € expressa pelas trés
linhagens de M. hyopneumoniae estudadas, tendo possivel localizagdo na
membrana e sendo imunogénica e antigénica (Moitinho-Silva, et al., 2012). Desse
modo, estudos para caracterizar imunologicamente esta proteina sédo essenciais

para detalhar os mecanismos de ativagéao da resposta imune do hospedeiro.

4. Relatério de Estagio

4.1. Producdo e purificacdo da proteina recombinante SPase | (rSPase )

Para os ensaios de imunizagdo dos camundongos, a CDS sipS foi previamente
clonada no vetor pGEX 4T-3 para obtencéo da proteina recombinante. O plasmideo
PGEX4T-3: sipS foi utilizado para expressar a rMhSPase | fusionada com glutationa-
S-transferase (GST) em E. coli BL21 pLysE (Amersham Biosciences®). Apés a
cultura de E. coli atingir a densidade o¢ptica (DO) de 0,5, foi feita a indugdo com
0,1mM de IPTG durante 6 h a 28°C sob agitacdo de 200 rpm. Apos a inducéo, a
cultura foi centrifugada e a solubilizacdo da proteina foi realizada de acordo com
Moitinho-Silva et al. (2012). A andlise dos resultados foi realizado por eletroforese
em SDS PAGE 12% e 15% corados com azul de Coomassie, 0 que mostra a
recuperacdo da MhSPse | como um polipeptideo de 18 kDa apds a clivagem
proteolitica. Este tamanho esta de acordo com o esperado para rMhSPase | livre da
fusdo com GST , como mostra a figura 1. Apos a quantificacao, foram obtidos 30 mg
de proteina purificada, quantidade suficiente para os ensaios de imunizacdo dos

camundongos.



24

18 kDa —> R —

Figura 1. Eletroforese em gel de agarose (SDS-PAGE 15%) para avaliacdo da
purificacdo da rMhSPase | apos a clivagem com trombina. Legenda: M — marcador
BenchMark Protein Ladder (Invitrogen®); 1 ao 5 — Eluicdes rMhSPase I; R — Resina

Gluthatione-Sepharose 4B.

4.2. Remocédo de endotoxinas da proteina rSPase |

Proteinas de membrana recombinantes ao serem purificadas podem conter
contaminacao por endotoxinas da parede celular de bactérias gram-negativas, como
a E. coli. Essas endotoxinas ativam a resposta imune celular podendo interferir no
resultado de deteccao de citocinas. Para a retirada das endotoxinas foi utilizada 1
mg de proteina livre de triton-X 100 em colunas Detoxi-Gel Endotoxin Removal
(Pierce) de acordo com as instrucfes do fabricante. As proteinas foram retiradas da
coluna com cinco eluicbes de 1 mL de agua apirogénica (LAL Reagent Water,
Lonza). As eluicbes foram analisadas por SDS-PAGE 15%. A eficiéncia da remocéo
das endotoxinas foi avaliada pelo Limulus Amebocyte Lysate (LAL) PYROGENT
Plus (Lonza®), de acordo com o fabricante. O protocolo de retirada das endotoxinas

foi eficiente, pois restaram 4 EU/mL (EU = unidades de endotoxina), quantidade esta
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considerada dentro dos limites toleraveis para produtos administrados parentalmente

(5 Eu/kg), segundo a FDA, nos Estados Unidos.

4.3. Imunizagédo dos camundongos

Para a avaliacdo da resposta imune humoral e celular, 12 camundongos
BALB/c fémeas de 90 dias de idade foram divididos em dois grupos distintos com
seis individuos em cada grupo. O grupo 1 foi imunizado com a rMhSPase |
purificada emulsionada com adjuvante de Freund. As imunizagbes foram feitas
intraperitonialmente nos dias 0, 15 e 30, com 25 ug da proteina emulsionada em
adjuvante de Freund completo na primeira imunizacdo e incompleto nas duas
tltimas imunizagbes. O grupo 2 foi imunizado apenas com adjuvante completo de
Freund na primeira imunizagdo e incompleto nas duas ultimas imunizac¢des, nos
mesmos dias do grupo 1. O sangue dos animais foi coletado através de puncéo do
plexo venoso retro-ocular, sendo feito a cada 15 dias apdés as imunizacoes. Os

animais foram sacrificados 60 dias apds a primeira imunizacao.

4.4. Avaliacdo darespostaimune humoral induzida pela rSPase |

A resposta imune humoral induzida nos camundongos pela rMhSPase | foi
avaliada por ELISA. Foram adsorvidos 300 ng por cavidade da rMhSPase | em
placas de 96 cavidades em tampé&o carbonato-bicarbonato (pH 9,6), overnight a 4°C
Estas placas foram bloqueadas com solucédo de bloqueio contendo 5% de leite em
p6 desnatado em PBS 1X por 1 h 30 min a 37°C. Logo apds, foram adicionados os
soros dos animais imunizados com rMhSPase |, diluidos 1: 20.000. Apds, foi
adicionado anti-lgG de camundongo conjugado a peroxidase (Sigma®) por 1 h,
seguido de solucédo substrato cromdgena contendo perdxido de hidrogéncio (0,1%) e
OPD (Sigma®) em tampao citrato-fosfato pH 4,0 por 15 min a temperatura ambiente.

A reacdo enzimética foi interrompida com H,SO,4. As lavagens dos pogos foram
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feitas com PBS-Tween 0,05% entre as etapas descritas. A leitura foi realizada a 492
nm em espectrofotometro. Como controles negativos, foram utilizados os soros dos
animais pré-imunes e dos animais imunizados somente com adjuvante de Freund. O
cut-off foi calculado utilizando as médias das DO obtidas pelos animais sem
tratamento mais dois desvios-padrdo. O valor de cut-off calculado foi igual a 0,14. A
producdo de IgG anti-MhSPase | foi detectada no soro dos camundongos
imunizados com o antigeno a partir dos primeiros 15 dias. A resposta foi
considerada significativa, pois os valores de DO obtidos com os soros dos animais
imunizados com o antigeno foram muito superiores ao cut-off, como mostrado na
figura 2. Estes resultados permitiram caracterizar a rMhSPase | como uma proteina

altamente imunogénica para camundongos.

2,5

2,0
o
T 15
Q
(=] B Animais imunizados com rMhSPase |

Animais imunizados com adjuvante de
1,0 Freund
B Animais ndo-imunizados
0,5
! mim ! i i mim
15 dias 30 dias 45 dias

Figura 2: Deteccdo por ELISA indireto de IgG anti-rMhSPase | no soro de
camundongos imunizados por ELISA. As barras indicam a média dos valores de DO

obtidas nos trés grupos de camundongos.
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4.5. Avaliacdo da respostaimune celular através da deteccéo das
citocinas interleucina-10 (IL-10), interferon-y (IFN-y) e interleucina-4
(IL-4)

Para a avaliacdo da resposta imune celular, os camundongos imunizados
foram sacrificados 60 dias ap0s a primeira imunizacdo para a retirada dos seus
bacos assepticamente. Os bacgos foram macerados em meio RPMI 1640 com 1% de
soro fetal bovino e os eritrécitos foram lisados com uma solugdo de cloreto de
aménio (0,15 M NH4CIl; 1 mM KHCOg; 0,1 mM EDTA), figura 3. Os esplendcitos
tiveram a sua viabilidade avaliada por Trypan Blue 0,4% e foram submetidos a
contagem em camara de Neubauer. A cultura foi feita em placas de 24 cavidades
contendo 5 x 10° células por cavidade em 0,5 mL de RPMI 164 com 10% de SFB e
50uM de 2-mercaptoetanol. As culturas foram estimuladas com 10 ug/mL de
rMhSPase | antes e apds o tratamento para a remoc¢ao das endotoxinas, sendo que
Concanavalina A (5 ug/mL) e a auséncia de estimulo foram utilizadas como controle
positivo e negativo, respectivamente. A cultura foi incubada a 37°C por 72h e 5% de
CO,. Os sobrenadantes foram coletados por centrifugacdo e a deteccdo das
citocinas interleucina-4 (IL-4), interleucina-10 (IL-10) e interferon-y (INF-y) foi
realizada através de ELISA utilizando o kit OptEIATM (BD Biosciences®) de acordo
com as instrucdes do fabricante. Os niveis de citocinas foram determinados através

de curva padrao, sendo expressas em pg/mL (picogramas por mililitros).

Foi possivel detectar as trés citocinas testadas, sendo os niveis detectados
para IL-4 e INF-y similares, e altos niveis detectados para IL-10, mostrado na figura
4. Esses resultados sugerem que a rMhSPase | induz uma resposta imune do tipo
Th2. Niveis elevados de IL-10 foram encontrados em suinos infectados com M.

hyopneumoniae e outros micoplasmas (Thanawongnuwech e Thacker, 2003; Pang,
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et al.,, 2011) e imunizados com uma linhagem atenuada (Li, et al., 2012). Desse
modo, esses dados sugerem que a SPase | pode estar envolvida no processo de
ativagcdo da resposta imune no hospedeiro. Este resultado pode estar relacionado
também com a alta producdo de anticorpos induzida pelas imunizacfes visto que
respostas do tipo Th2 induzem a ativacdo de linfécitos B. No entanto, outras
citocinas, como IL-6, IL-1 também ja foram detectadas como envolvidas na infeccéo

por M. hyopneumoniae (Damte, et al., 2011; Woolley, et al., 2012).

Figura 3: Maceracdo do baco para a obtencdo dos esplendcitos dos

camundongos imunizados.
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Figura 4: Deteccdo de citocinas nos sobrenadantes de esplendcitos

estimulados com a rMhSPase |.

5. Outras atividades desempenhadas no periodo de estagio:

5.1. Extracdo de RNA de cultivo de M. hyopneumoniae linhagem 7448 e M.
flocculare

Em bactérias patogénicas, proteases podem ter um papel importante na
viruléncia, agindo diretamente nas interacbes patdgeno-hospedeiro ou permitindo a
replicacdo bacteriana no ambiente do hospedeiro (Ingmer and Brgndsted, 2009).
Para verificar a transcricdo de trés genes de proteases anteriormente anotados
(Vasconcelos 2005), a primeira etapa do experimento foi a extracdo de RNA total de
cultivos de M. hyopneumoniae e M. flocculare. As linhagens de M. hyopneumoniae
7448 e M. flocculare foram cultivadas de acordo com Pinto et al. (2009). O RNA total
foi isolado a partir de 25 mL de cultivo de M. hyopneumoniae e M. flocculare
utilizando Trizol (Invitrogen®), de acordo com as recomendacdes do fabricante.

Contaminacdes por DNA gendmico foram evitadas por meio de tratamento com
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DNAse (Thermo Scientific®). A quantificagéo foi feita por Quant-iT RNA Assay Kit e
Qubit Fluorometer (Invitrogen®). A verificagdo da extragcao de RNA foi realizada por

eletroforese em gel de agarose.

A extracdo de RNA foi eficiente, pois foi possivel observar a presenca de
bandas no tamanho esperado, do RNA ribossomal e RNA mensageiro, e a auséncia

de degradacao, figura 5.

€—RNA ribossomal
<€—RNA mensageiro total

Figura 5: Avaliacdo do RNA de extraido de M. hyopneumoniae e M. flocculare
em gel de agarose 1,5%. Colunas 1 e 2 — RNA extraido de M. hyopneumoniae

linhagem 7448; Colunas 3 e 4 — RNA extraido de M. flocculare

5.2. Reunides semanais de grupo
Participacdo em reunides semanais com o grupo de pesquisa do Laboratorio
de Genbmica Estrutural e Funcional e do Laboratério de Biologia Molecular de
Cestodeos, para discussédo de resultados alcancados nos experimentos e de artigos

cientificos da area.

5.3. Seminarios de dados
Participacdo nos seminarios de dados do Centro de Biotecnologia (CBiot) da

UFRGS. Os seminarios de dados sdo apresentacdes formais semanais dos
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discentes (mestrandos e doutorandos) do programa de Pds-graduacdo em Biologia
Celular e Molecular para todo o centro de Biotecnologia, com o objetivo de relatar os

resultados parciais de seus projetos de estudo.

5.4. Seminarios do CBiot
Participacdo nos seminarios do CBiot da UFRGS. Os seminarios do centro
sdo semanais e apresentados por professores do CBiot e/ou professores ou
pesquisadores convidados de outras instituicdes de pesquisa para divulgacédo de

seus temas de pesquisa.

6. Conclusdes e Perspectivas

A forma recombinante da proteina de membrana sinal peptidase | de M.
hyopneumoniae é altamente imunogénica e desencadeia uma resposta imune
celular principalmente do tipo Th2, comprovada pela producdo significativamente
maior da citocina IL-10. Devido a estas caracteristicas, a rMhSPase | pode ser um
alvo para formulagbes vacinais contra a PES. Entretanto, a caracterizacéo
imunologica desta proteina em suinos é necessaria para avaliar seu potencial
protetor contra a PES.

As préoximas etapas deste trabalho serdo a realizacdo de ensaios de
imunizacdo em suinos, a fim de analisar a resposta imune desenvolvida, bem como
analisar novos adjuvantes que possam potencializar a resposta imune induzida pela
proteina recombinante.

A realizacdo deste estagio foi muito importante, pois pude aprofundar meus
conhecimentos em biologia molecular e imunologia, principalmente em imunidade
celular, na qual eu ainda néo tinha contato. Este periodo também contribui na minha

formacéo, tornando-me mais madura para novos aprendizados.
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