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Resumo:

A pneumonia enzodética suina (PES),
causada pela bactéria Mycoplasma
hyopneumoniae, esta entre as doengas
infecciosas de maior impacto na suinocultura
mundial, e o controle desta doenca € feito
utilizando vacinas importadas, as quais,
possuem um elevado custo de producdo e
proporcionam uma prote¢do parcial.

Assim, faz-se necesséria a busca de
novas alternativas para a profilaxia da PES.
Este trabalho teve como objetivo a expressao
de uma proteina quimera recombinante,
compostas por trés antigenos de M.
hyopneumoniae (P42, R1 e NrdF) fusionados a
um adjuvante de mucosa, em Pichia pastoris,
visando a obtencdo desta proteina, além de
comparar este tipo de sistema de expressdo
com o da E. coli.

Para isto, foi realizada a expresséo,
purificacdo e a caracterizacdo dos antigenos.
Pode-se concluir que, obteve-se sucesso na
expressao da proteina quimérica na levedura
P. pastoris.
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Introducdo:

O Mycoplasma hyopneumoniae é o
agente causador da Pneumonia Enzodtica
Suina (PES), uma das principais doencas
respiratorias dos suinos, afetando animais no
mundo todo, causando (grandes perdas
econdmicas para a industria suinicola. A
vacinacdo € o método mais eficaz para o
controle da PES. As vacinas comerciais
disponiveis no mercado s&do bacterinas,
produzidas a partir da bactéria inteira inativada
e conferem apenas protecdo parcial aos
suinos. Além deste tipo de profilaxia existem

as proteinas recombinantes de M.
hyopneumoniae produzidas em Escherichia
coli, que vem sendo testadas como potenciais
alvos vacinais.

Algumas limitagbes sdo observadas
na producdo de proteinas recombinants
utilizando o sistema de expressdao em
procariotos: frequentemente expressa
proteinas ndo ativas devido a misfolding ou
pela formagdo de corpusculos de incluséo,
resultando em baixo rendimento e eficicia da
proteina purificada. A expressao de proteinas
heter6logas baseadas na levedura
metilotréfica P. pastoris tem se destacado por
possuir algumas caracteristicas interessantes,
como custo, possibilidade de producdo em
escala industrial e a secre¢éo da proteina alvo
no do meio de cultivo. Ndo comprometendo,
desta maneira, no folding da proteina,
mantendo sua conformagdo nativa e nao
alterando sua funcéo.

Existem diversos antigenos de M.
hyopneumoniae que vém sendo avaliados
como candidatos para a producdo de uma
vacina recombinante. Alguns destes incluem
adesina P97, que desempenha o papel na
adesdo desse agente patogénico no trato
respiratério do hospedeiro, a ribonucleotideo
redutase (NrdF) e a proteina de choque
térmico P42. No entanto, a infeccdo por M.
hyopneumoniae €é causada na mucosa
respiratéria, e necessita-se de uma adequada
estimulacdo do sistema imune associado a
mucosa (MALT), o que vai depender da
administragdo local dos antigenos, porém,
quando sdo administrados desta forma n&o
sdo imunogénicos devido a tolerancia
imunologica .Uma alternativa seria a utilizagdo
de adjuvantes de mucosa. Tendo isto em vista
gue a subunidade B da enterotoxina termolabil
de Escherichia coli (LTB) € um potente
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adjuvante da imunidade de mucosa, sua
utilizacéo associada as proteinas
recombinants é estratégico para estimular este
tipo de imunidade

Assim, este projeto visou a expressdo de
uma quimera, compostas por trés antigenos de
M. hyopneumoniae (P42, R1 e NrdF)
fusionados a um adjuvante de mucosa (LTB),
em Pichia pastoris, visando a obtengéo desta
proteina.

Metodologia:

Para a expressdo de antigenos em P.
pastoris, 0 gene de 1500 pb que codifica para
expressao da proteina quimérica (LTB-R1-
P42-Nrdf) foi construido in silico e clonado no
vetor pUC18 pela empresa Epoch Biolabs®
(USA). O vetor pUC18 e os vetores de
expressao em P. pastoris, pPICZaB e pPICZB
(Invitrogen), foram digeridos com a enzimas
BamHI e EcoRI.

A confirmagdo da eficiéncia da
digestao foi feita em de gel de agarose 0,8%.
O gene da quimera liberado do vetor pUC18
foi extraido com o kit ilustra GFX PCR DNA
and Gel Band Purification (GE Heathcare). O
gene foi ligado aos vetores de expressdao em
P. pastoris com a enzima T4 DNA Ligase
(Invitrogen). Os plasmideos ligados foram
linearizados com a enzima Pmel (New
England Bio Labs, EUA). A enzima foi
inativada a 65 °C e o DNA precipitado.

As células de P. pastoris KM71H
competentes  foram  transformadas  por
eletroporagao (25 uF, 200 Q, 2 kV), com 10 pg
de DNA do plasmideo linear, conforme o
protocolo EasySelectTM Pichia Expression Kit
(Invitrogen) e semeadas em meio YPDS
contendo 100 [Og/ml de zeocina. o gene que
codifica para a quimera de antigenos de M.
hyopneumoniae foi clonado no vetor de
expressaéo em P. pastoris pPICZaB
(Invitrogen). A P. pastoris X33 competente, foi
utiizada para a transformacdo  por
eletroporagcdo com o vetor recombinante,
segundo protocolo descrito pela Invitrogen
(EasySelect™ Pichia Expression Kit, Version
G). A selecdo das colbnias recombinantes de
P. pastoris (transformantes), com expressao
positive, foi realizada através de Colony blot.

Colonias com expressdo positiva
foram repicadas em caldo BMGY e incubadas
em agitador orbital (200 rpm, 28 °C) até
atingirem DOsw= 4. Nesse momento, as
culturas foram centrifugadas e o pellet
ressuspendido em BMMY contendo 0,5% de

metanol. A cada 24 h, 0,5% de metanol foi
adicionado, visando induzir a expressdo da
proteina recombinante.

Na caracterizacdo dos antigenos
expressos em P. pastoris as amostras de
sobrenadante foram coletadas a cada 24 h e
analizou-se os niveis de expressao por Dot ou
Western Blot com MAb anti-his-tag conjugado
a peroxidase ou soro policlonal de
camundongo vacinado (Sigma).

Para a purificacdo de antigenos em P.
pastoris, um clone com expressédo positiva foi
utilizado na expressdao em larga escala,
realizada nas mesmas condi¢des descritas
acima. ApO6s a indugdo, o sobrenadante
contendo a proteina recombinante foi
precipitado com sulfato de amoénia, dialisado
contra PBS e armazenado a -80 °C. As
proteinas purificadas foram avaliadas por
SDS-PAGE, ELISA e Western blot.

Resultados e Discusséo:

O gene sintético que codifica para a
proteina quimérica, composta pela fusdo dos
antigenos R1 (P97), P42, NrdF e LTB foi
eficientemente clonado no vetor de expresséo
pPICZaB em P. pastoris.

A transformacdo da cepa KM71H de
P. pastoris com 0s plasmideos recombinantes
linearizados resultou em muitas col6nias das
quais, cinco foram identificadas com
expressao positiva por Dot blot. Os quatro
clones com maior expressao foram utilizados
em crescimento em larga escala e os cultivos
expressos em meio liquido foram submetidos a
lise celular. A proteina quimérica foi obtida do
pellet e caracterizada por Western blot
apresentando um tamanho aproximado de 70
kDa.

Conclusoes:

Com base nos resultados obtidos
conclui-se que a quimera recombinante
contendo os antigenos P97R1, P42 e NrdF de
M. hyopneumoniae associados ao adjuvante
de mucosa (LTB) foi clonada e expressa com
sucesso em P. pastoris, demonstrando que é
um forte candidato como sistema de producéo
de proteinas recombinantes. Novos estudos
serdo conduzidos para otimizar as condicdes
de expressdo e purificacdo. A proteina
guimérica podera ainda ser avaliada quanto a
capacidade de inducdo de resposta imune
protetora para imunizar suinos visando
analisar seu potencial para compor uma vacina

2



69?2 Reunido Anual da SBPC - 16 a 22 de julho de 2017 - UFMG - Belo Horizonte/MG

mais eficiente contra PES.
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