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Resumo

Mycoplasma hyopneumoniae € um patdgeno suino economicamente
significante que se adere as ceélulas do epitélio respiratério causando a
pneumonia enzoodtica suina (PES). A adesdo celular e outros processos
importantes para infeccdo dependem de proteinas de membrana, cuja maioria
€ transportada pela via de exportacdo Sec-dependente. A sinal-peptidase tipo |
(SPase I) é uma protease de membrana que atua na liberacdo de proteinas
translocadas através da via Sec-dependente. Neste contexto, a SPase | possui
participacdo critica na exportacdo de proteinas que podem atuar nas relacées
patdgeno-hospedeiro. O objetivo deste trabalho € caracterizar imunolégica e
funcionalmente a SPase | de M. hyopneumoniae (MhSPase I) a fim de analisar
0 seu potencial para o desenvolvimento de vacinas recombinantes contra a
PES. Para isso, a sequéncia de DNA codificadora da MhSPase |, sipS, foi
clonada no vetor de expressao pGEX 4T-3 e expressa em Escherichia coli. A
MhSPase | recombinante (rMhSPase 1) foi purificada e utilizada em ensaios de
imunizagdo de camundongos. A rMhSPase | foi altamente imunogénica para
camundongos, sendo que sua imunogenicidade foi avaliada por ELISA. A
resposta imune celular induzida pela rMhSPase | foi caracterizada através da
secrecao de citocinas no cultivo de esplendécitos dos camundongos imunizados,
sendo estimulados com a proteina recombinante. Este antigeno induziu uma
forte resposta celular do tipo Th2, com altos niveis de secrecao de interleucina-
10. Paralelamente, a atividade funcional da rMhSPase | foi analisada através
de ensaios de complementacado in vivo em E. coli SPase | mutante. A partir
deste ensaio, pode-se observar que a MhSPase | é capaz de complementar a
atividade de SPase | de E. coli, garantindo a sobrevivéncia bacteriana, sendo
uma proteina essencial para a viabilidade celular. Estes resultados
demonstram que a rMhSPase | pode ser um bom alvo para o desenvolvimento
de vacinas recombinantes contra a PES, uma vez que é capaz de induzir

resposta imune e é fundamental para a sobrevivéncia bacteriana.

Palavras-chave: Mycoplasma hyopneumoniae, MhSPase |, caracterizacdo

imunoldgica, atividade funcional, vacinas recombinantes.
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Abstract

Mycoplasma hyopneumoniae is an economically significant swine pathogen that
colonizes the respiratory epithelial cells causing the porcine enzootic
pneumonia (PEP). Cell adhesion and other processes important for infection
depend on membrane proteins, most of which are transported by the Sec-
dependent pathway. Type | signal-peptidase (SPase 1) is a membrane protease
which acts in the release of translocated proteins through Sec-dependent
pathway. In this context, SPase | is critical for protein export, which may act on
pathogen-host relations. The aim of this work is the immunological and
functional characterization of M. hyopneumoniae SPase | (MhSPase I), in order
to analyze its potential for development of recombinant vaccines against PEP.
For this, coding DNA sequence of MhSPase |, sipS, was cloned into the
expression vector pGEX 4T-3 and expressed in Escherichia coli. Recombinant
MhSPase | (rMhSPase |) was purified and used in immunization of mice. The
immunogenicity of rMhSPase | was evaluated by ELISA, being highly
immunogenic for mice. Cellular immune response induced was characterized
through cytokine secretion by mice splenocytes in culture, stimulated with
rMhSPase |. This antigen induced a strong Th2 cellular response, with high
secretion levels of interleukin-10. In parallel, MhSPase | functional activity was
analyzed by in vivo complementation assays in E. coli SPase | mutant. From
this assay, was observed which MhSPase | is able to complement the SPase |
activity of E. coli, allowing the bacterial survive, being essential for cell viability.
These results demonstrate that MhSPase | may be a good target to
development of recombinant vaccines against PEP, once is able to induce

immune response and is fundamental for bacterial survive.

Key-words: Mycoplasma hyopneumoniae, MhSPase |, immunological

characterization, functional activity, recombinant vaccines.
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1. Introducéo

1.1 Suinocultura no Brasil

As atividades relacionadas a suinocultura ocupam lugar de destaque na
matriz produtiva do agronegocio brasileiro, destacando-a como uma atividade
de importancia no ambito econdmico e social. Este setor gera cerca de 600 mil
empregos, com 40 mil suinocultores e 3,4 milhdes de toneladas de carne suina
produzida (ABIPECS, 2011). O rebanho suino brasileiro, estimado em 38,9
milhGes de cabecas, possui a maior representacdo na regidao sul do pais que
abriga 47,9% do rebanho nacional (IBGE, 2010).

No Brasil, uma das principais causas de prejuizos dentro de uma granja
de suinos é a ocorréncia de doencas respiratérias. Um estudo realizado por
pesquisadores do Centro Nacional de Pesquisa de Suinos e Aves (CNPSA-
EMBRAPA, Concoérdia, SC, Brasil) revelou o prejuizo de cerca de 80 milhdes
de reais devido as lesbes pneumonicas (Sobestiansky et al., 2001). A
pneumonia enzodtica suina (PES) est4 entre as doencas que mais afetam a
suinocultura mundialmente, uma vez que a bactéria causadora, Mycoplasma
hyopneumoniae, € altamente prevalente em quase todas as areas de producao
de suinos (Thacker et al., 2006). A PES é uma doenca altamente contagiosa,
sendo caracterizada por alta morbidade, baixa mortalidade, tosse cronica e
reducdo de crescimento (Thacker et al.,, 2006), que gera grandes perdas
econbmicas para a suinocultura. Através da andlise de lesGes pulmonares de
suinos, foi identificada a ocorréncia de PES em 75,4% das carcacas em
abatedouros das regifes sul, sudeste e centro-oeste do Brasil, concentrando
mais de 90% das criacdes de suinos do pais. Além dos danos clinicos, as
perdas econdmicas sdo acentuadas pelos gastos com vacinacédo, antibioticos e

manejo.

1.2 Mycoplasma hyopneumoniae e a PES

A bactéria M. hyopneumoniae pertence a classe Mollicutes, cujos

representantes nao possuem parede celular e apresentam genomas reduzidos,
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gue variam entre 580 Kb e 1,4 Mb (Barré et al.,, 2004). As linhagens 7448
(patogénica) e J (ndo-patogénica) de M. hyopneumoniae apresentam genomas
com 920,079 pb e 897,405 pb, respectivamente (Vasconcelos et al., 2005). A
reducdo do genoma destas bactérias pode ser decorrente de uma série de
perdas génicas, uma vez que se acredita que tenham evoluido a partir de
bactérias gram-positivas com baixo conteddo de G+C (Fadiel et al., 2007).
Entretanto, estas perdas ndo afetaram a capacidade de resposta metabdlica e
adaptacao, sendo similares a espécies mais complexas (Yus et al., 2009).

Como as bactérias da classe Mollicutes sdo geralmente parasitas,
possuindo uma grande variedade de hospedeiros (Razin, 1992), o impacto
econdmico das doencas causadas despertou o interesse de varios estudos,
principalmente com o género Mycoplasma. Devido ao genoma reduzido, 0s
micoplasmas foram as primeiras bactérias a terem 0 genoma completamente
sequenciado (Fraser et al., 1995). Cinco linhagens de M. hyopneumoniae ja
tiveram seus genomas completamente sequenciados: quatro linhagens
patogénicas (232, 7448, 7422 e 168) e uma néo-patogénica (J) (Minion et al.,
2004; Vasconcelos et al., 2005; Liu et al., 2011). A partir da andlise destes
genomas de M. hyopneumoniae foi possivel realizar uma série de estudos
comparativos relacionados a proteinas potencialmente antigénicas e fatores de
viruléncia (Ferreira & Castro, 2007; Pinto et al., 2007; Machado et al., 2009;
Moitinho-Silva et al., 2012).

M. hyopneumoniae é primariamente encontrado na superficie mucosa da
tragueia, brénquios e bronquiolos (Blanchard et al., 1992), sendo que a
aderéncia da bactéria no epitélio ciliado do trato respiratério suino € o pré-
requisito para o inicio da infeccdo que gera a PES (Maes et al., 2008) (Figura
1). A adesdo da bactéria ao trato respiratorio € mediada por moléculas de
adesao encontradas na membrana plasmatica (Zielinski & Ross, 1993), sendo
gue as proteinas envolvidas sdo chamadas de adesinas. A adesao ao epitélio
ciliado resulta na perda dos cilios, predispondo 0s suinos a infeccdes
secundérias que constituem o complexo de doencas respiratérias de suinos
(CDRS). Este complexo pode envolver infeccdes concomitantes causadas por
gualquer um dos varios patdgenos respiratorios, de origem bacteriana ou viral,
como o virus da sindrome reprodutiva e respiratoria dos suinos (PRRSV), virus

da influenza suina (SIV), coronavirus respiratério suino (PRCV); e as bactérias
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Bordetella bronchiseptica, Actinobacillus pleuropneumoniae, Pasteurella

multocida, Haemophilus parasuis, etc.

3' t'\ 2 &

.“‘.A. 8 i’& /
- _; .

|

Figura 2: Microscopia eletrénica do corte do epitélio do bronquiolo de um porco
inoculado com a linhagem MI-3 de Mycoplasma hyopneumoniae. A barra da escala
representa 1 nm. (Tajima &Yagihashi, 1982).

Como tentativa de controle da doenca, podem-se aperfeicoar as praticas
de alojamento dos suinos, como o sistema de producdo, compra de animais,
densidade de animais alojados, tamanho do rebanho, melhoria das condi¢gbes
de habitacéo e a prevencao de outras doencas (Maes et al., 2008). J4 o efetivo
controle da PES requer primeiramente o diagnéstico e o monitoramento da
doenca, a reducdo da transmissdo da infeccdo e o desenvolvimento de uma
estratégia apropriada de vacinacdo (Sibila et al., 2009), uma vez que o
tratamento com apenas antibiéticos nao é suficiente (Chen et al., 2003).

As vacinas utilizadas rotineiramente no combate a PES consistem
basicamente de células bacterianas inativadas, também chamadas de
bacterinas (Meyns et al., 2006). Entretanto, a multiplicacdo de M.
hyopneumoniae in vitro é lenta, e requer um meio de cultivo rico, o que torna o
custo final da vacina bastante alto (Roos, 1999), dificultando seu uso em escala
comercial. Além disso, sabe-se que a vacinacao reduz a severidade da doenca
e a extensdo das lesdes, mas € incapaz de evitar a colonizacdo do hospedeiro
por M. hyopneumoniae (Carr, 2006; Maes et al. 2008).
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A cultura de M. hyopneumoniae € considerada o padrdo-ouro para a
deteccdo do organismo em suinos infectados (Thacker, 2004). Entretanto, o
isolamento da bactéria apresenta dificuldades devido a baixa taxa de
crescimento, que varia entre 4 e 8 semanas. Além disso, a obtencdo de
culturas puras € dificultada pela contaminacdo com outras espécies de
Mycoplasma. Neste contexto, o sorodiagnéstico e os métodos moleculares,
como a PCR sao ferramentas amplamente utilizadas para diagnosticar a
presenca/auséncia de M. hyopneumoniae em suinos. Ainda que a utilizagdo da
PCR tenha se mostrado confidvel para a deteccado da bactéria (Sibila et al.,
2004), o sorodiagnéstico tem sido amplamente empregado para o0
monitoramento de M. hyopneumoniae em rebanhos (Sibila et al., 2009). O
ELISA é o método mais utilizado para o sorodiagnéstico da PES. Existem trés
ELISAs disponiveis para o diagnéstico de infeccbes por M. hyopneumoniae:
ELISA de blogueio monoclonal (Feld et al., 1992), ELISA-Tween 20 (ELISA-T)
(Nicolet et al., 1980) e o HerdChek® (IDEXX, USA).

Atualmente, existem diversos estudos realizados a fim de aumentar a
sensibilidade e a especificidade dos sorodiagndsticos, bem como desenvolver
novas formulagdes vacinais contra a PES (Chen et al., 2003; Chen et al., 2008;
Okamba et al., 2010; Simionatto et al., 2010). A caracterizacdo de proteinas
potencialmente antigénicas € necesséaria para identificar bons alvos para a
utilizacdo em diagndstico e vacinacéo. Devido as dificuldades de cultivo de M.
hyopneumoniae, a maioria dos antigenos avaliados é obtida na forma
recombinante. Assim, a clonagem de sequéncias de DNA codificadoras (CDS)
de proteinas antigénicas de M. hyopneumoniae e a sua expressao em sistemas
heterélogos surgem como uma alternativa importante tanto na busca por
antigenos para utilizacdo em imunodiagndstico, como com potencial vacinal.
Desta forma, cultivo de M. hyopneumoniae ndo € necessario e diferentes
proteinas envolvidas na viruléncia do organismo podem ser analisadas
individualmente. Resultados promissores tém sido obtidos em estudos
analisando a potencialidade vacinal de antigenos recombinantes de M.
hyopneumoniae (Fagan et al., 2001; Shimoji et al., 2003; Ogawa et al., 2009).
Nesse contexto, a vacinacdo de DNA pode, também, ser uma alternativa
promissora, uma vez que a producdo de vacinas de DNA é relativamente mais

simples e apresenta um custo menor (Ahmed et al., 2008).
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1.3 Sistemas de exportacdo de proteinas em bactérias

Aproximadamente um terco de todas as proteinas bacterianas séo
exportadas para fora da célula ou estdo na membrana plasmatica (Auclair et
al., 2012). O sistema Sec é a principal rota de translocacdo poés-traducional de
proteinas (Driessen & Nouwen, 2008). O sistema Sec é constituido, em
procariotos, por um poro formado pelas proteinas SecY, SecE e SecG, que dao
origem a um canal por onde a proteina-alvo € translocada. As proteinas SecA e
SecB fazem o reconhecimento da proteina-alvo e a direcionam para o canal
SecYEG (Rusch& Kendall, 2007).

As proteinas destinadas a localizagcdes extra-citoplasmaticas séao
sintetizadas como preproteinas, que contém uma sequéncia peptidica de curta
extensdo na extremidade amino-terminal chamada de peptideo-sinal (PS)
(Auclair et al., 2012). A presenca do PS distingue proteinas que devem ser
exportadas daquelas que sdo citoplasméticas, facilitando e direcionando a
entrada das preproteinas na via de translocacdo (De Bona et al., 2011).
Tipicamente, o tetramero SecB interage com o PS da preproteina recém-
sintetizada no citoplasma e a direciona para o complexo SecAYEG, na
membrana plasméatica. Em seguida, a preproteina interage com o dimero SecA
gue a direciona através do canal SecYEG, usando a energia proveniente da
hidrolise de ATP para realizar a translocacao (Paetzel et al., 2000). Ao final da
translocacao, o PS é removido através de uma clivagem proteolitica catalisada
pela enzima sinal-peptidase (SPase), liberando a proteina madura (De Bona et
al., 2011) (Figura 2). Sendo assim, o PS € importante para o direcionamento de
proteinas, uma vez que carregam as informagdes necessarias para sua

exportacao (Paetzel et al., 2002).
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Figura 2: Sistema geral de secrecédo de proteinas (sistema Sec). Visdo geral do sistema
Sec. A maioria das proteinas bacterianas secretadas sdo exportadas pés-traducdo através da
membrana plasméatica via sistema Sec. A preproteina é direcionada a membrana plasmatica
com o auxilio da chaperona SecB. A proteina SecA dirige a preproteina através do canal
SecYEG, usando a energia proveniente da hidrélise de ATP. Uma vez que a proteina é
translocada através da membrana, o PS é clivado pela SPase |, liberando a proteina madura.
(adaptada de Auclair et al., 2012).

A partir do sequenciamento do genoma de M. hyopneumoniae foi
possivel identificar os sistemas de exportacdo de proteinas presentes nesta
bactéria. Utilizando o banco de dados da KEGG (Kanehisa et al., 2010), M.
hyopneumoniae apresenta alguns genes conservados que fazem parte do
sistema geral de secrec¢ao (sistema Sec) (Figura 3). Entretanto, alguns genes
codificadores de proteinas do sistema Sec néo foram identificados, sendo que
novos estudos sao necessarios para compreender 0 mecanismo de exportacao

de proteinas em M. hyopneumoniae.
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Via Sec-dependente
Canal de translocagao e proteinas associadas

SecY SecE SecG

SecD/F | YajC

YidC

SecA SecB SecM

SRP

Ffh Ffs

Receptor SRP

FtsY

Sinal-peptidases

SPase | | [ SPase Il

Figura 3: Proteinas componentes do sistema Sec identificadas em M. hyopneumoniae
7448. Em verde estdo as proteinas cujos genes foram anotados no genoma de M.
hyopneumoniae 7448, e em branco estdo as moléculas ausentes nesta bactéria. Adaptada da
KEGG (http://www.genome.jp/keqgqg-bin/show_pathway?mhp03060+MHP7448 0026).

Embora os PSs ndo apresentem homologia de sequéncia, eles possuem
trés dominios conservados: porcdo amino-terminal positivamente carregada
(n), um dominio central hidrofébico (h) e a porcdo carboxi-terminal hidrofilica
(c), que contém o sitio de clivagem da SPase (Figura 4). O reconhecimento dos
dominios n e h é necessario para a translocacdo, sendo que o dominio ¢
especifica o sitio de clivagem (Von Heijne, 1990). As SPases reconhecem o
final do dominio ¢ que é caracterizado por aminoacidos neutros na por¢ao -1 e
gue podem ser alifaticos na posicao -3. Frequentemente sdo encontrados
residuos de alanina (A) nas regides -1 e -3, sendo que tal caracteristica

determina a especificidade da SPase do tipo | (SPase I) como AXA.
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Figura 4: PS bacteriano tipico.As regidesn, h e ¢ de um PS caracteristico e o sitio de
clivagem da SPase | séo ilustrados (adaptada de Paetzelet al., 2002).

As SPases realizam a clivagem do PS sendo esta a Ultima etapa da
exportacdo da proteina-alvo, a qual é liberada na forma madura no fim do
processo para o seu destino final (Rusch & Kendall, 2007). Em procariotos,
existem dois tipos de SPases: tipo | (SPase I), que é responsavel pela clivagem
do PS da maioria das proteinas, e tipo Il (SPase Il), que é especifica para
lipoproteinas (Paetzel et al., 2002).

1.4 Sinal-peptidase tipo |

A SPase | (EC 3.4.21.89) é uma serino-endopeptidase integral de
membrana, que pertence a familia S26 de serino-proteases (Rawlings &
Barrett, 1994). O sitio catalitico desta proteina € uma diade composta por uma
serina e uma lisina (tipo-P) ou uma serina e uma histidina (tipo-ER), sendo que
ambas podem ser encontradas em procariotos e eucariotos (Van Roosmalen et
al., 2004). Além disso, a classificacdo da SPase | depende das sequéncias
inseridas entre as por¢des conservadas, regides transmembrana e do tamanho
da proteina (Van Roosmalen et al., 2004). Estas porcdes conservadas séo
observadas em alinhamentos de SPases | bacterianas, sendo que estas
regides estéo divididas em caixas (boxes, do inglés) A-E (Paetzel et al., 2002).
A caixa A é caracterizada pelo segmento hidrofébico que ancora o dominio
catalitico a membrana. As caixas B e D contém, respectivamente, 0s
aminodcidos cataliticos serina e lisina. Na caixa C, estdo localizados os
aminoécidos envolvidos na ligacdo com o substrato (Paetzel et al., 2002).

A atividade da SPase | in vivo € comumente monitorada através de

ensaios de complementacéo in vivo, usando bactérias cuja SPase | € mutante
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termossensivel, sendo inativada em temperaturas ndo permissivas (Inada et
al., 1989). Além disso, a atividade da SPase | pode ser mensurada in vivo a
partir do uso de inibidores especificos, como a arilomicina (Smith &Romesberg,
2012). A cinética enzimatica da SPase | pode ser avaliada utilizando peptideos
sintéticos e/ou proteinas inteiras (Bockstael et al., 2009a). O uso de peptideos
sintéticos como substrato para SPase | confere uma caracterizacdo menos
trabalhosa, garantindo dados completos referentes a atividade enzimatica
desta proteina (Paetzel et al., 2002).

A partir de estudos que avaliam a atividade da SPase |, pode-se afirmar
gue esta proteina € essencial para a viabilidade das bactérias que possuem
uma unica CDS para essa enzima (Van Roosmalen et al., 2004). Além disso,
vérios trabalhos tém descrito a SPase | como um possivel fator de viruléncia
para varias espécies, como Legionella pneumophila, Staphylococcus aureus e
Staphylococcus epidermidis (Lammertynet al., 2004; Kavanaugh et al., 2007;
Bockstael et al., 2009b), uma vez que esta proteina esta envolvida com a
exportacdo de proteinas importantes para os mecanismos de patogenicidade
destas bactérias. Deste modo, estudos avaliando o potencial da SPase | para o
uso em vacinas (Rafati et al., 2006) e em antibiéticos (Bockstael et al., 2009b)
tém sido realizados.

Em M. hyopneumoniae foram identificadas CDS correspondentes a
SPase | (sipS) e a SPase Il (Isp). Através de andlises transcripcionais por RT-
PCR, foi possivel afirmar que a CDS sipS esta localizada em um operon, sendo
co-transcrita com outras quatro CDS de M. hyopneumoniae 7448 (Moitinho-
Silva et al., 2012). Este operon é flanqueado pelas CDS Isp e MHP0025 (na

linhagem 7448), que estéo localizados na fita de DNA oposta.
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2. Justificativas

A partir do sequenciamento das linhagens 232 (Minion et al., 2004), J e
7448 (Vasconcelos et al., 2005) de M. hyopneumoniae foi iniciado o trabalho de
andlise comparativa in silico das CDSs obtidas entre uma linhagem néo-
patogénica (J) e linhagens patogénicas (232 e 7448). Esta analise permitiu a
identificacdo preliminar de genes que codificam proteinas determinantes de
patogenicidade e/ou com potencial para utilizacdo em vacinas (Ferreira &
Castro, 2007). Varias destas proteinas tiveram sua expressao e antigenicidade
confirmadas através de estudos proteémicos (Pinto et al., 2007).

A SPase | de M. hyopneumoniae (MhSPase 1) € uma proteina de
superficie que constitui um potencial fator de viruléncia desta bactéria, uma vez
gue sua funcdo pode estar relacionada com a exportacdo de proteinas
relacionadas a patogenicidade e interagcdo patdgeno-hospedeiro, como
proteinas de adesao, além de ser um componente essencial para a viabilidade
da bactéria. Além disso, estudos recentes demonstraram a expressao
diferencial da MhSPase | entre linhagens patogénicas e ndo-patogénicas de M.
hyopneumoniae, sugerindo que esta proteina pode estar relacionada a
patogenicidade da bactéria (Moitinho-Silva et al., 2012). Neste contexto, a
caracterizagao imunoldgica e funcional da MhSPase | € importante, visando a
demonstracao de sua imunogenicidade, inducao de resposta imune celular e a
confirmacdo de seu papel vital para a bactéria. Com isso, ela poderd ser
validada como potencial componente de formula¢cdes vacinais recombinantes

contra a PES.
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3. Objetivos

Os objetivos gerais deste projeto sdo a caracterizacdo funcional da
SPase | de M. hyopneumoniae e a sua avaliagcdo imunoldgica preliminar, de
modo a definir seu potencial para utilizacdo como componente de formulacdes

vacinais recombinantes contra a PES.

3.1 Objetivos especificos

a) Producdo da MhSPase | recombinante em Escherichia coli.
b) Avaliacdo da resposta imune humoral e celular induzida pela
imunizagdo com a MhSPase | recombinante em camundongos.
c) Avaliagdo da funcionalidade da MhSPase | por ensaios de

complementacgédo heterdloga in vivo.
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4. Materiais e Métodos

4.1Clonagens da CDS sipS em vetores de expressao

A CDS sipS de M. hyopneumoniae 7448 foi amplificada por PCR a partir
do DNA genbmico usando os iniciadores descritos na Tabela 1. Estes
iniciadores foram projetados com o programa Vector NTI, contendo uma porcao
homéloga aos sitios de clonagem do vetor pGEX 4T-3 (GE Healthcare) e
PEX50 nas suas extremidades 5. O vetor pGEX 4T-3 foi selecionado para a
producdo e purificacdo da MhSPase | recombinante (rMhSPase ). O vetor
pPEX50 é caracterizado pelo baixo-namero-de-cépias, expressando as proteinas
em nivel fisiolodgico. Este vetor foi utilizado para os ensaios de complementacao
in vivo. Os amplicons resultantes foram clonados nos vetores pGEX 4T-3 e
pPEX50 por recombinagcdo homodloga in vivo em E. coli KC8 (Parrish et al.,
2004). Os clones resultantes (pGEX4T-3:sipS e pEX50:sipS) foram

confirmados por sequenciamento.

Tabela 1: Iniciadores utilizados para a clonagem da CDS sipS nos vetores de expressao
pGEX 4T-3 e pEX50.

Nome Sequéncia (5" - 3')?
pGEX:sipS 5’ TGGTTCCGCGTGGATCCCCGATGTTAAAATCTAAAAACTTAAGTAAC
PGEX:sipS 3’ GCGAGGCAGATCGTCAGTCAGTCATTAGGCCCAAACACCTTTAATATC
PEX50:sipS 5’ ACAATTTCACACAGGAAACAGCATATGTTAAAATCTAAAAACTTAAG
PEX50:sipS 3’ ATCTGTGCGGTATTTCACACCGTTAGGCCCAAACACCTTTAATATC

® Letras em negrito nos iniciadores indicam as sequéncias homoélogas aos sitios de clonagem

dos vetores de expressao

4.2 Expressao e purificacdo da rMhSPase |
Os plasmideos pGEXA4T-3:sipS foram utilizados para expressar a
rMhSPase | fusionada com glutationa-S-transferase (GST) em E. coli BL21

pLysE (Amersham Biosciences). Apos a cultura de E. coli atingir a densidade

24



optica (D.O.) de 0,5, foi feita a indu¢do com IPTG 0,1 mM durante 6 h a 28°C
sob agitacdo de 200 rpm. A solubilizacdo da proteina foi feita com 0,5% de
sarcosil (Mercado-Pimentel et al., 2002). A rMhSPase | foi purificada por
cromatografia de afinidade, com a resina de glutationa-Sepharose 4B (GE
Healthcare), e a clivagem da proteina de fusédo foi feita pela adicdo da enzima
trombina (Sigma) na propria coluna, overnight, a 22°C. A elui¢cdo foi feita com
PBS pH 7,4 com Triton X-100 0,5%. Os resultados foram analisados por
eletroforese em SDS PAGE 12% e 15% corados com azul de Coomassie. A
rMhSPase | purificada foi quantificada utilizando o kit Qubit Protein Assay

(Invitrogen).

4.3 Imunizagdes de camundongos com a rMhSPase | purificada

Camundongos BALB/c fémeas de 90 dias de idade foram divididos em
dois grupos distintos (seis individuos por grupo), um de animais imunizados
apenas com adjuvante de Freund (Sigma) e outro de animais imunizados com
a rMhSPase | purificada. As imunizagbes foram feitas intraperitonialmente nos
dias 0, 15 e 30, utilizando 25 pg da rMhSPase | purificada emulsionada
adjuvante de Freund completo na primeira imunizacdo e incompleto nas duas
imunizacdes posteriores. O sangue dos animais foi coletado através da punc¢ao
do plexo venoso retro-ocular, sendo feito a cada 15 dias apds as imunizacdes
para a separacdo do soro. Os animais foram sacrificados 60 dias ap6s a

primeira imunizacao.

4.4 Avaliagdo da resposta humoral induzida em camundongos pela

imunizagdo com a rMhSPase |

A resposta humoral induzida nos camundongos imunizados com a
rMhSPase | foi avaliada por ELISA. Para isso foram adsorvidos 300 ng do
antigeno purificado as placas de 96 pocos em tampdo de sensibilizagdo
carbonato-bicarbonato, pH 9,6. Os pocos foram lavados com PBS-Tween
(PBS-T) 0,05% e incubados por 1 h 30 min a 37°C com solucdo de bloqueio
(BLOTTO) (5% de leite em po6 desnatado dissolvido em tampé&o PBS 1X). Apés
3 lavagens com PBS-T 0,05%, as placas foram incubadas por 1 h 30 min com
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0s soros policlonais anti-rMhSPase |, produzidos pela imunizagcdo dos
camundongos, na diluicdo 1:20.000. Apos trés lavagens com PBS-T 0,05%,
seguiu-se uma incubacdo por 1 h com anticorpo anti-lgG de camundongo
conjugado a peroxidase (Sigma), na diluicdo de 1:8000. Para a revelagao,
foram utilizados OPD (Sigma) e H,O, e a reacdo enzimatica foi interrompida
com 50 pL de H,SO,4 1 N. A absorbancia foi medida em espectrofotdmetro em
comprimento de onda de 492 nm. Como controles negativos, foram utilizados
0s soros dos animais pré-imunes e os que foram imunizados somente com

adjuvante de Freund. Todas as amostras foram testadas em duplicata.

4.5 Remocdao de endotoxinas presentes na rMhSPase | purificada

A remocdo das endotoxinas copurificadas com a rMhSPase |
padronizada utilizando as colunas Detoxi-Gel Endotoxin Removal (Pierce) de
acordo com as instrucbes do fabricante. A eficiéncia da remocdo de
endotoxinas foi maior em amostras livres de detergentes. Como a rMhSPase |
é purificada utilizando 0,5% de Triton-X 100 para as elui¢cfes, foi necessario
fazer a substituicdo da solucéo de eluicdo por PBS 1X. Para isso, foi utilizado
um filtro Amicon Ultra Ultracel 3K (Millipore), sendo que a substituicdo da
solucao contendo detergente de 1 mg de rMhSPase | purificada foi feita apds
cinco centrifugacdes (3000 x g, 15 min). As proteinas retidas no filtro foram
ressuspensas em PBS 1X, eliminando o detergente.

Para a remocdo das endotoxinas, foi utilizado 1 mg de rMhSPase |
purificada livre de Triton-X 100. As proteinas foram retiradas da coluna com
cinco eluicdes de 1mL de &gua apirogénica (LAL Reagent Water, Lonza). As
eluicbes foram analisadas por SDS-PAGE 15%. A eficiéncia da remocao das
endotoxinas foi avaliada pelo Limulus Amebocyte Lysate (LAL) PYROGENT

Plus (Lonza), de acordo com o fabricante.

4.6 Avaliagado daresposta imune celular induzida em camundongos pela

Imunizagcdo com a rMhSPase |

Os camundongos imunizados foram sacrificados 60 dias apés a primeira

imunizagéo, sendo que seus bacos foram coletados assepticamente. Os bagos
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foram macerados em meio RPMI 1640 contendo 1% de soro fetal bovino (SFB)
e os eritrécitos foram lisados com uma solucéao de cloreto de aménio (0,15 M
NH4.CI; 1 mM KHCOj; 0,1 mM EDTA). Apés a lise dos eritrocitos, os
esplendcitos foram sedimentados por centrifugacdo, sendo ressuspensos em
meio RPMI 1640 com 10% de SFB e 50 uM de 2-mercaptoetanol. A viabilidade
dos esplendcitos foi avaliada utilizando Trypan Blue 0,4%, sendo que as células
vidveis foram contadas utilizando a camara de Neubauer. A cultura dos
esplendcitos foi feita em placas de 24 pocos contendo 5 milhdes de células por
poco em 0,5 mL de meio. As culturas foram estimuladas com 10 pg/mL de
rMhSPase | antes e ap0s o tratamento para a remocao das endotoxinas, sendo
gue Concanavalina A (5ug/mL) e a auséncia de estimulo foram utilizadas como
controle. O sobrenadante da cultura de esplendcitos foi coletado ap6s 72 h de
cultivo (37°C e CO; 5%), sendo analisados através de ELISA de captura para
deteccao de interleucina-4 (IL-4), interleucina-10 (IL-10) e interferon-y (INF-y). O
ELISA foi realizado utilizando o kit OptEIA™(BD Biosciences) de acordo com o
fabricante. Os niveis das citocinas foram determinados através de curvas-

padrao, sendo expressas em picogramas por mililitro.

4.7 Curvas de crescimento para o ensaio de complementacéao in vivo

A bactéria E. coli IT89 foi utilizada para os ensaios de complementacéo
in vivo (Inada et al., 1989; Bockstael et al., 2009b). Esta linhagem apresenta
uma mutacao no gene LepB, que codifica a SPase | de E. coli, que confere um
fendtipo termossensivel a bactéria. Assim, a 28°C as bactérias apresentam
crescimento normal, mas param de crescer a 42°C (temperatura néo-
permissiva). Estas bactérias foram transformadas com o plasmideo pEX50
(controle) e com a pEX50:sipS utilizando TSB (Parrishet al., 2004). A eficiéncia
da complementacéo foi avaliada através de curvas de crescimento de E. coli
IT89 a 42°C. Para isso, as bactérias foram cultivadas em 5 mL de LB contendo
1 mM de IPTG durante 48 h, a 27°C, 200 rpm. Em seguida, as bactérias foram
inoculadas em 5 mL de LB na presenca (pEX50:sipS) e na auséncia (pEX50 e
pPEX50:sipS) de 1mM de IPTG (Invitrogen). A D.O. dos cultivos foi mensurada
em intervalos de 6 h durante 72 h. A curva de crescimento foi realizada em

duplicata.
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4.8 Expressdo da rMhSPase | em E. coli IT89 durante ensaio de

complementacéo in vivo

A expressédo da rMhSPase | no ensaio de complementacéo in vivo foi
analisada por imunoblot. Ao longo da curva de crescimento, foram coletadas
amostras da cultura de E. coli IT89 em intervalos de 6 h. As amostras foram
centrifugadas e as células foram ressuspensas em PBS 1X. A concentracao
das proteinas foi normalizada previamente através de densitometria de bandas
em SDS-PAGE corados com nitrato de prata, utilizando o software ImageJ
(http://rsb.info.nih.gov/ij/).

O imunoblot foi feito utilizando membrana de nitrocelulose, sendo que a

transferéncia foi realizada com o sistema Trans-Blot® SD Semi-DryTransfer
Cell (Bio-Rad). Apoés a transferéncia, a membrana foi bloqueada com BLOTTO
5%, durante 16 h. Em seguida, a membrana foi lavada com PBS-T 0,1% e
incubada durante 2 h com o soro policlonal anti-rMhSPase I, produzido em
camundongos, na diluicdo de 1:25.000. A membrana, entdo, foi incubada
durante 1 h com o anticorpo anti-lgG de camundongo conjugado a peroxidase
(Sigma), na diluicdo de 1:8000. Ao fim, a reacdo antigeno-anticorpo foi
revelada com o kit ECL Plus Western Blotting Detection (GE Healthcare), de
acordo com o fabricante. O resultado do imunoblot também foi analisado por
densitometria de bandas a fim de comparar a expressdo da rMhSPase | ao

longo da curva de crescimento.

4.9 Analises estatisticas

A producdo de anticorpos e a secrecao de citocinas induzida pela
rMhSPase | foram comparadas com os grupos-controle utilizando a analise da
variancia a um critério de classificacdo (one-way ANOVA). Os testes foram
realizados no software PAST versdo 2.09. Os resultados foram considerados

significativos quando o valor P foi < 0,05.
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5. Resultados

5.1 Expressao e purificacdo da rMhSPase |

A rMhSPase | foi recuperada apés a clivagem com trombina como um
polipeptideo com 18 KDa. Este tamanho esta de acordo com o previsto para a
MhSPase | livre da fusdo com GST, incluindo mais trés aminoacidos (Ser-Gly-
Pro), que codificam o sitio de clivagem da trombina, localizados na regido
amino-terminal. O rendimento obtido € de 5,0 mg por litro de cultivo de E. coli
BL21 pLyskE. Os resultados foram analisados por SDS-PAGE 12%, para
verificacdo da solubilidade e da inducédo (Figura 5A), e 15% para purificacédo
(Figura 5B). Ambos foram corados com azul de Coomassie. No total, foram
obtidos 30 mg da proteina purificada, quantidade suficiente para realizar as

imuniza¢cdes em camundongos e posteriormente em suinos.

M NI Ind Sol Insol M Eluicoes rMhSPase | Res
kDa kDa
Proteina
50+ de fusdo
50 - «
GST
20 - L — el rMhSPase |

Figura 5: Expresséo e purificacdo da rMhSPase |. A) SDS-PAGE 12 % da indugéo e
solubilizagdo da rMhSPase | fusionada com GST (44 KDa). B) SDS-PAGE 15% da purificagédo
da rMhSPase | ap0s a clivagem com trombina (18 KDa). Ainda permaneceram na resina a
proteina de fusdo, GST e rMhSPase |. Legenda: M — marcador BenchMark Protein Ladder
(Invitrogen); NI — ndo-induzido; Ind. — induzido; Sol. — fragdo sollvel; Insol. — insolavel; R —
resina Gluthatione-Sepharose 4B.

5.2 Analise da resposta imune induzida em camundongos imunizados

com arMHSPase | purificada

A resposta imune humoral induzida em camundongos pela imunizagéo

com a rMhSPase | foi analisada por ELISA. A Figura 6 mostra a producao de
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IgG anti-rMhSPase | induzida ao longo das imunizacbes dos camundongos
com arMhSPase I. Uma alta producéo de anticorpos foi detectada no soro dos
camundongos imunizados com o antigeno a partir dos primeiros 15 dias. A
producdo de anticorpos anti-rMhSPase | foi considerada significativa, quando
comparada com os demais grupos controle (P<0,05). Estes resultados
permitiram caracterizar a rMhSPase | como uma proteina efetivamente

imunogénica para camundongos.

2,5
2,0

1,5

D.O. 492

B Animais imunizados com rMhSPase |

Animais imunizados com adjuvante de
10 Freund

M Animais ndo-imunizados
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! mim L mim ! i

15 dias 30 dias 45 dias

Figura 6: Deteccdo de IgG anti-rMhSPase | no soro de camundongos imunizados por
ELISA. Os soros dos animais imunizados com a rMhSPase | apresentaram valores de D.O. 49,
significativos quando comparados aos grupos-controle (P<0,05), demonstrando a alta producao
de IgG anti-rMhSPase |. As barras indicam a média dos valores de D.O.49, oObtidas nos trés
grupos de camundongos.

A resposta imune celular induzida pela rMhSPase | foi avaliada mediante
ao perfil de citocinas produzidas pelos esplenécitos em cultivo dos
camundongos imunizados. As células foram estimuladas com a rMhSPase |
antes e ap6s o tratamento para a remocdo das endotoxinas. A eficiéncia da
remocdo das endotoxinas foi avaliada, sendo que mesmo apds o tratamento
ainda restaram 4 EU/mL (EU = unidades de endotoxina). Esta quantidade esta
dentro dos limites toleraveis para produtos administrados parenteralmente (5
EU/kg), segundo a FDA (Food and Drug Administration), nos Estados Unidos.

A presenca das citocinas INF-y, IL-4, IL-10 foi detectada nos cultivos de

esplendcitos estimulados com a rMhSPase | antes e apds o tratamento para a
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remocao das endotoxinas. (Tabela 2). Pode-se observar a producéo de INF-y e
IL-4 em niveis similares e nao-significativos, enquanto altos niveis de IL-10
foram detectados quando comparados com 0 grupo imunizado apenas com
adjuvante de Freund (P<0,05). Estes resultados sugerem que a rMhSPase |

induz uma resposta imune do tipo Th2.

Tabela 2: Producé&o de citocinas nos sobrenadantes de esplenécitos estimulados com a
rMhSPase |. Grupos: (1) esplendcitos de camundongos imunizados com adjuvante de Freund
e estimulados com rMhSPase | antes da remocdo de endotoxinas; (2) esplendcitos de
camundongos imunizados com adjuvante de Freund e estimulados com rMhSPase | apés da
remocdo de endotoxinas; (3) esplenécitos de camundongos imunizados com rMhSPase | e
estimulados com rMhSPase | antes da remocdo de endotoxinas; (4) esplendcitos de
camundongos imunizados com rMhSPase | e estimulados com rMhSPase | apds da remogao
de endotoxinas.

MédiazDP (n = 6)

Grupos INF-y IL-4 IL-10
1 444,3+220,3 453,4+320,1 8433,315847,71
2 458,16+444,9 313,7+£148,1 4720+£2973,13
3 1667+1035 830376 21875+16224,5
4 579+652 562,6+406 10625+5925,1

A concentragdo de citocinas detectadas esta representada em pg/mL.

5.3 Andélise funcional da MhSPase |

A atividade funcional da rMhSPase | foi analisada através de ensaios de
complementagao in vivo em E. coli IT89 (Inada et al., 1989). A fim de
demonstrar a sobrevivéncia das bactérias através da atividade da rMhSPase |,
células de E. coli IT89 foram transformadas com os vetores pEX50:sipS e com
PEX50 (controle) e entdo submetidas a 42°C (temperatura nao-permissiva)
durante 72 h. A curva de crescimento obtida esta representada na Figura 7A.
Pode-se observar a morte das células apenas com o vetor pEX50 durante as
primeiras 24 h, enquanto as células que expressam a rMhSPase |
sobreviveram ao longo das 72 h.

A expressdo da rMhSPase | foi demonstrada através de imunoblot
(Figura 7B). A rMhSPase | foi detectada como uma proteina de 18 KDa nos
extratos proteicos obtidos das culturas com pEX50:sipS induzidas com IPTG e
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nao-induzidas, ndo sendo detectada nas culturas com pEX50 (controle
negativo). Neste ensaio, pode-se notar que a expressao da rMhSPase | foi
maior na presenga de 1mM de IPTG. Este resultado refletiu na curva de
crescimento, uma vez que as culturas contendo IPTG apresentaram maior

crescimento do que na auséncia deste indutor.
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20 -
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15 -
kDa 24h 36 h
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20 -
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Figura 7: Andlise da atividade funcional da rMhSPase | através de ensaio de
complementacdo in vivo. (A) Curva de crescimento de E. coli IT89 em temperatura néo-
permissiva (42°C). O crescimento bacteriano foi monitorado na auséncia e na presencga de
IPTG, durante 72 h. Todos os pontos sdo a média de duplicatas. (B) Expressdo da rMhSPase |
durante o ensaio de complementacdo in vivo. Amostras da cultura de E. coli IT89 foram
coletadas em diferentes intervalos de tempo (24 h, 36 h, 54 h) para extracdo de proteinas
totais. Os extratos proteicos foram normalizados e fracionados em SDS-PAGE 15%, sendo
analisados por imunoblot com soro anti-rMhSPase | produzido em camundongos. (i) Expresséo
da rMhSPase | nas culturas induzidas com 1 mM de IPTG, a 42 °C. (i) Expressado da
rMhSPase | na auséncia de IPTG, a 42°C. (iii) Controle negativo, cultura de E. coli 1T89
transformada o vetor pEX50.

A partir das andlises de densitometria de bandas nos imunoblots, foi
possivel inferir que a rMhSPase | foi expressa 17 vezes mais apos 54 h de
cultivo contendo 1 mM de IPTG em relagédo as primeiras 24 h, e 4 vezes mais
na auséncia de IPTG (Figura 8). Estes resultados podem estar relacionados
com o maior crescimento evidenciado nas culturas contendo IPTG, uma vez

gue a producdo da rMhSPase | foi maior. Neste contexto, € possivel afirmar
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gue a rMhSPase | suporta a temperatura ndo-permissiva e é capaz de

processar as proteinas de E. coli necessarias para a viabilidade celular.

A

24 h

54 h

B

24 h

Figura 8: Graficos obtidos no software ImageJ para a analise dos imunoblots de
deteccdo da expressdo rMhSPase | em E. coli IT89. (A) Picos correspondentes as bandas
de rMhSPase | de 24 h e 54 h de cultivo contendo 1 mM de IPTG, indicando que a expressdo
da proteina aumentou 17,01 vezes. (B) Picos correspondentes as bandas de rMhSPase | de 24
h e 54 h de cultivo na auséncia de IPTG, indicando que a expressao da proteina aumentou 4,2

vezes.
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6. Discussao

A SPase | tem sido bem caracterizada em varios organismos (Paetzelet
al., 2000), incluindo procariotos (van Roosmalenet al., 2004) e eucariotos
(Rafatiet al., 2006). A MhSPase | foi previamente estudada (Moitinho-Silva et
al.,, 2012), sendo que a sua expresséo e antigenicidade foram caracterizadas.
Os resultados obtidos por Moitinho-Silva et al. (2012) sugerem que a MhSPase
| apresenta potencial para o uso em formulacfes vacinais contra a PES e para
imunodiagnastico.

A identificacdo e a caracterizacdo de proteinas imunogénicas de M.
hyopneumoniae € um passo importante para o desenvolvimento formulag6es
vacinais recombinantes contra a PES (Simionattoet al.,, 2012). Diversos
estudos tém avaliado a imunogenicidade e o potencial vacinal de proteinas de
M. hyopneumoniae (Chen et al., 2008; Marchioroet al., 2012; Simionattoet al.,
2012). Devido aos elevados custos e as dificuldades de manejo de suinos, as
proteinas devem ser caracterizadas imunologicamente previamente em outros
modelos animais, como camundongos. Neste contexto, a rMhSPase | foi
caracterizada como uma proteina altamente imunogénica para camundongos,
uma vez que ha grande producdo de IgG anti-rMhSPase | induzida por
imunizacdes experimentais com a proteina purificada.A inducdo de uma forte
resposta imune humoral pela rMhSPase | é um fator relevante para a avaliacao
do seu potencial vacinal.

Além disso, a analise da resposta imune celular induzida pela rMhSPase
| em camundongos é importante para a sua caracterizacdo imunoldgica
preliminar. Entretanto, a rMhSPase | foi copurificada com LPS oriundos da
parede celular de E. coli devido a sua hidrofobicidade. Os LPS sao
responsaveis pela organizacdo e estabilidade da parede celular de bactérias
Gram-negativas, como E. coli (Magalhées et al., 2007). Os LPS também sé&o
conhecidos como endotoxinas, sendo que seu mecanismo de acao consiste na
ativacdo da resposta imune celular (Rietschelet al., 1994). Deste modo, a
remocao das endotoxinas copurificadas com a rMhSPase | foi necessaria para
gue os ensaios de avaliagdo da resposta imune celular induzida pudessem ser
realizados. O tratamento para remocdo de endotoxinas da rMhSPase | foi

considerado eficiente, uma vez que as concentragdes de citocinas produzidas
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nos esplendcitos estimulados com a rMhSPase | antes e ap0s o tratamento
para a remocdo das endotoxinas apresentou diferencas (Tabela 2). Como
observado, ocorre uma reducdo na concentracao de citocinas secretadas pelos
esplendcitos estimulados com a rMhSPase | livre de endotoxinas. Este
resultado sugere que parte da resposta desenvolvida pelo antigeno antes do
tratamento € decorrente da contaminacdo por LPS. Deste modo, a resposta
imune celular desenvolvida pela rMhSPase | pdde ser analisada livre de
endotoxinas.

A andlise da resposta imune celular induzidain vitro pela rMhSPase | em
esplendcitos de camundongosmostrou que a proteina recombinante é capaz de
induzir uma forte resposta do tipo Th2. Entretanto, diferentes antigenos de M.
hyopneumoniae tém sido caracterizados como indutores de resposta do tipo
Thl (Chen et al., 2008; Virginioet al., dados nao publicados). Contudo, vacinas
constituidas por proteinas sdo conhecidas por induzir predominantemente
respostas do tipo Th2, com pouca ou nenhuma resposta do tipo Thl (Chen et
al., 2008). Neste contexto, este resultado pode estar relacionado com a alta
producd@o de anticorpos induzida nas imuniza¢cdes com a proteina purificada,
uma vez que respostas do tipo Th2 induzem a ativacao de linfocitos B. Além
disso, os altos niveis de IL-10 secretados podem ser correlacionados com a
producdo de INF-y em niveis relativamente menores, devido areducdo da
resposta do tipo Thl desencadeada pela IL-10.

A avaliacao preliminar das respostas imunes humoral e celular induzidas
pela rMhSPase | em camundongos demonstram que esta proteina apresenta
potencial para o desenvolvimento de vacinas contra a PES. Diversos estudos
tém avaliado a utilizacdo da SPase | como alvo de antibidticos (Bockstaelet al.,
2009a; Bockstaelet al., 2009b; Smitha Rao et al., 2011) e também para
formulacdes vacinais (Rafatiet al., 2006), uma vez que esta proteina é
essencial, substancialmente diferente das SPases eucaridticas e seu sitio
catalitico esta localizado na superficie celular. Predicbes de topologia da
MhSPase | demonstram que mais de 70% da proteina estd exposta na
superficie celular, incluindo seu sitio catalitico, estando acessivel a drogas e a
anticorpos (Moitinho-Silva et al., 2012). Neste contexto, analises da atividade

funcional da rMhSPase | sdo importantes para avaliar a relevancia desta
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proteina para a viabilidade da bactéria, caracterizando-a como essencial para
M. hyopneumoniaee reforcando o seu potencial como um antigeno vacinal.

A atividade funcional da MhSPase | foi analisada através de ensaios de
complementagao in vivo utilizando uma linhagem mutante de E. coli. Neste
ensaio, foi possivel avaliar a importancia da MhSPase | para a viabilidade
celular, uma vez que na auséncia da atividade da MhSPase | (em temperatura
nao-permissiva), nao ha crescimento bacteriano.O papel da rMhSPase | para a
viabilidade da bactéria pode ser corroborada pela expressao da rMhSPase |
durante o ensaio de complementacdo in vivo. Estes resultados podem ser
observados no aumento da expressao da rMhSPase | ao longo do crescimento
bacteriano, enquanto as bactérias que ndao expressaram a rMhSPase | nao
apresentaram crescimento.Entretanto, a complementacdo com a rMhSPase |
foi considerada limitada, uma vez que a taxa de crescimento foi lenta
comparado a outros ensaios realizados em Staphylococcus aureus (Cregget
al.,, 1996), Legionellapneumophila  (Lammertynet al., 2004) e
Staphylococcusepidermidis (Bockstaelet al., 2009b). Esta diferenca na
complementacdo pode ser explicada pela baixa similaridade (27%) entre a
MhSPase | e a SPase | de E. coli, enquanto as outras bactérias citadas
possuem cerca de 40%. Além disso, a distincdo entre a superficie das
bactérias pode ser relevante para o resultado obtido, uma vez queE. coli é uma
bactéria Gram-negativa enquanto M. hyopneumoniae ndo apresenta parede
celular.

Em conclusdo, a forma recombinante da MhSPase | é altamente
imunogénica para camundongos e desenvolve uma resposta imune celular
principalmente do tipo Th2, que reforca a producdo de anticorpos anti-
rMhSPase |. Além disso, a MhSPase | € uma proteina essencial para a
viabilidade celular, uma vez que a auséncia da atividade da SPase | € letal. Tais
resultados ressaltam o potencial vacinal deste antigeno, que é capaz de induzir
resposta imune humoral e celular e é fundamental para a sobrevivéncia da
bactéria. Neste contexto, formulagbes vacinais contendo a rMhSPase | podem
ser eficientes devido a alta producéo de anticorpos anti-MhSPase |. Entretanto,
a caracterizacdo imunolégica da rMhSPase | em suinos € necessaria para

avaliar seu potencial protetor contra a PES.
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Futuramente, novos ensaios de imunizacdo de camundongos serao
realizados para caracterizar o potencial da rMhSPase | em construcdes de
DNA que atuardo como vacinas de DNA. Estas construgdes serao
desenvolvidas utilizando um vetor de expressdo em eucariotos, que
possibilitara a expressdo da rMhSPase | nos animais vacinados. A proteina
recombinante e a construcdo de DNA serdo utilizadas em ensaios de
imunizacdo em suinos, a fim de analisar a resposta imune desenvolvida e o
seu potencial protetor contra a PES. Para isso, também sera necessario
analisar novos adjuvantes que possam potencializar a resposta imune
desenvolvida pela proteina recombinante. A atividade funcional da rMhSPase |
também serd avaliada através de ensaios de clivagem utilizando possiveis
proteinas-alvo de exportagdo. Desta maneira, sera demonstrada a atividade
proteolitica desta enzima, além de determinar proteinas-alvo a serem

exportadas, que podem atuar na relacédo patégeno-hospedeiro.
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