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1. INTRODUCAO

Mycoplasma hyopneumoniae € o agente etiolégico da Pneumonia Enzodtica
Suina (PES), doenca de impacto econémico significativo na criacdo de suinos em
todo o mundo (THACKER et al., 2006). O patégeno adere-se ao epitélio ciliado do
trato respiratorio, causando danos que favorecem o desenvolvimento de infec¢des
secundarias (MAROIS et al., 2010).

O controle desta enfermidade é feito através da vacinacdo associada a
adequadas praticas de manejo. As vacinas utilizadas atualmente sao bacterinas, e
embora reduzam a queda dos indicadores produtivos, apresentam alto custo de
producdo e eficiéncia limitada (HAESEBROUCK et al., 2004). A importancia
econdmica da doenca justifica os esforcos para determinar novos métodos de
imunizacdo de suinos contra a PES. Potenciais antigenos estdo sendo testados em
diferentes sistemas de vacinacdo (CHEN et al., 2003), no entanto, também tém
conferido apenas protecdo parcial, quando avaliados individualmente. A fusdo de
alguns antigenos, os quais ja conferiram protecdo parcial aos suinos quando
avaliados individualmente, pode incrementar o controle da PES, em especial quando
fusionados a um adjuvante da imunidade de mucosa. Uma vez que a infec¢ao por
M. hyopneumoniae ocorre na mucosa respiratoria, uma adequada estimulacdo do
sistema imune local é estratégica.

Este trabalho objetiva descrever o processo de clonagem, expressao,
purificacdo e caracterizacdo antigénica da fusdo de trés antigenos recombinantes de
M. hyopneumoniae com a subunidade B da enterotoxina termolabil de E. coli
recombinante (rLTB), um potente adjuvante de mucosa.

2. METODOLOGIA

2.1. Clonagem do alvo

O gene sintético que codifica para a proteina quimérica LTB-R1-P42-Nrdf
(FISCH et al, 2009) foi clonado no vetor pAE, de expressao em E. coli. Os clones
recombinantes foram selecionados através de uma extracdo rapida de DNA com
fenol-cloroférmio E foram propagados em caldo LB contendo 100pg mL™ de
ampicilina (37°, 200rpm) e submetidos & extracdo de plasmideos com o kit GFX™
Micro Plasmid Prep (GE Healthcare). A extracdo de plasmideo foi checada através
de eletroforese em gel de agarose 0,8% e a presenca do inserto foi confirmada por
digestdo com enzimas de restrigao.

2.2. Expresséo e purificacdo da proteina quimérica

Os clones recombinantes foram utilizados para transformar por choque
térmico (SAMBROOK, 2001) E. coli BL21DE3 Codon Plus RIL, inoculada em meio
LB contendo ampicilina e cloranfenicol e incubada (37°C, 200rpm) até atingir a fase



e X X asnss I
2010

log de crescimento, determinada por espectrofotometria. A partir desse momento, a
expressao da proteina foi induzida pela adicdo de 0,3M de IPTG, permanecendo em
incubacédo por mais quatro horas. O extrato obtido apés a centrifugacao do cultivo foi
ressuspendido em solugédo contendo 0,2 % de N-Lauroylsarcosine, sonicado e
solubilizado durante 72 horas sob agitacdo a 4 °C. O material solubilizado foi
centrifugado por uma hora a 4 °C. O sobrenadante foi filtrado e a proteina purificada
por cromatografia de afinidade em coluna de Sepharose (HisTrap™) carregada com
niquel. A presenca da proteina foi verificada por SDS-PAGE. O material purificado
foi dialisado e concentrado em polietilenoglicol.

2.3. Caracterizacao por Western blot

A proteina quimérica e as proteinas recombinantes R1, P42, Nrdf e LTB,
previamente produzidas pela metodologia ja citada, foram submetidos a SDS-PAGE
12% e transferidas para uma membrana de nitrocelulose (90min, 100v). As
membranas foram bloqueadas com leite em po6 a 5% (overnight, 4°C), e lavadas com
PBS-T. Apds, as membranas foram incubadas individualmente (2h, 37°C) com os
seguintes soros e diluicdes: monoclonal anti-R1 (1:4000), policlonal anti-P42 (1:100),
policlonal anti-Nrdf (1:100) e policlonal anti-LTB (1:1000), produzidos em
camundongos BALB/c Apés nova lavagem, as membranas foram incubadas com
soro anti-mouse (1:6000, 1h, 37°C) conjugado com peroxidase. As bandas
imunorreativas foram evidenciadas através da revelagdo com DAB e 0,5 % de
peréxido de hidrogénio diluidos em TrisHCI 50 Mm

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A proteina quimérica LTB-R1-P42-Nrdf, constituida por trés antigenos de M.
hyopneumoniae com alta capacidade imunogénica, ja avaliados em estudos prévios,
associados a subunidade B da enterotoxina termolabil de E. coli (LTB), um potente
adjuvante de imunidade de mucosa, pode ser uma alternativa na busca de vacinas
mais eficientes para o controle da PES. A LTB é uma molécula sinalizadora, capaz
de modular a resposta do sistema imunoldgico, e sua acdo como adjuvante da
imunidade de mucosa esta consolidada entre os pesquisadores (SIMMONS et al.,
2001a). Estudos demonstram que a LTB é um adjuvante capaz de induzir resposta
imune celular, incluindo células T citotoxicas (SIMMONS et al., 2001b), e humoral,
estimulando resposta sistémica e secretOria de anticorpos contra antigenos co-
administrados ou fusionados (FINGERUT, 2006; CONCEICAO et al., 2006).

A codificacdo do gene sintético em vetor pAE permitiu a expressdo da
proteina em cultivo de E. coli, facilitando sua obtencdo. O teste de solubilidade
indicou que a proteina foi expressa na forma insolavel, em corpusculos de incluséo.
A solubilizacdo foi realizada com tampao contendo o composto solubilizante N-
Lauroylsarcosine. O sobrenadante foi purificado através de cromatografia de
afinidade e as aliquotas obtidas apresentaram, quando submetidas a eletroforese,
banda correspondente a proteina quimérica (55 kD) (Fig.1) O material purificado foi
dialisado em tampao contendo NaCl 200 mM e Tris-HCI 100 mM pH 8,0 e
concentrado em PEG.
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Figura 1: Gel de poliacrilamida 12% corado com Comassie Blue demostrando a proteina
recombinante purificada por cromatografia de afinidade.

A proteina quimérica teve sua antigenicidade avaliada através da técnica de
Western blot. A incubacdo das membranas com os anti-soros, contra cada antigeno
e contra o adjuvante LTB, demonstrou, na revelacdo, a ocorréncia de reacao
especifica antigeno-anticorpo entre 0 soro em guestdo e a proteina quimérica bem
como com as proteinas nao fusionadas (Fig.2). Isto evidenciou a identidade de cada
subunidade da quimera, mostrando que a fusdo conservou alguns epitopos
imunogénicos destes antigenos.
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Figura 2: Western blot demonstrando as reagfes entre os soros e as proteinas: 1-quiméra sintéica, 2-
P42, 3-Nrdf, 4-R1, 5-LTB, 6-exrato da cepa RIL de E. coli A - soro anti-R1. B — soro anti-LTB. C — soro
anti-P42. D — soro anti-Nrdf.

4. CONCLUSAO

A partir da analise dos resultados obtidos, conclui-se que os procedimentos
realizados para clonagem, expressao e purificacdo da proteina quimérica LTB-R1-
P42-Nrdf foram eficientes. A proteina quimérica obtida demonstrou expressar os
epitopos originais das proteinas recombinantes, reconhecidos por soros contendo
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anticorpos contra as mesmas, sendo potencialmente capaz de estimular resposta
imune contra estes antigenos de M. hyopneumoniae.
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