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Caracterizacdo de uma fosfatase putativa dielycoplasma hyopneumoniae e de
Mycoplasma flocculare e predi¢édo de sitios de fosforilagdo em proteinagstas
micoplasmas
Gabriela E. Wachholz, Karina R. Lorenzatto & Henad. Ferreira

Laboratério de Genbmica Estrutural e Funcional,t@ete Biotecnologia, UFRGS.

Mycoplasma hyopneumoniae e o Mycoplasma flocculare sdo duas espécies de micoplasma
capazes de se aderir ao epitélio ciliar do traspiratério de suinos. Estudos genémicos e
transcritbmicos comparativos entre essas duasiespEmonstram que elas compartilham
grande parte dos genes conhecidos relacionadosruémngia, mas, enquantd/.
hyopenumoniae é patogénica, causando a pneumonia enzootica, ddinfiocculare é
comensal. Assim, acredita-se que diferencas entoteipas ortélogas possam ser
determinantes da distingdo entre os modos de \@daad espécies de micoplasmas. Tais
diferencas podem estar associadas a presenca dei@®exclusivos ou divergentes ou a
diferentes padrbes de modificacdes poOs-traducio(liBTs). Dentre as MPTs mais
comumente descritas em bactérias estdo as fosfiedae desfosforilacbes, mediadas,
respectivamente, por quinases e fosfatases. Atésemte momento, genes relacionados a
estas enzimas ainda néo foram anotados nos gersapasnciados dé. hyopneumoniae

e M. flocculare. Porém, considerando que cerca de 40% dos geness degtoplasmas
permanece sem anotacao funcional, a presencardeagenomas destas micoplasmas nao
pode ser excluida. A primeira etapa deste trabatimsistiu na analise de 279 e 341
sequéncias deduzidas de aminoacidos Me hyopenumoniae e M. flocculare,
respectivamente, anotadas como hipotéticas ou étipas conservadadJtilizando a
ferramenta BLAST e sequéncias de proteinas anotamas quinases ou fosfatases em
outras bactérias, foi feita a busca por dominidacienados a estas enzimas. Como
resultado, foi identificadama fosfatase putativa dé. hyopneumoniae (MHP_0450) ea
respectiva ortéloga d&l. flocculare (MFC_ 00318), as quais foram selecionadas para
estudos funcionais comparativos. Para tanto, asése@s codificadoras da MHP_0450 e
da MFC_ 00318 serédo clonadas e expressasEsamerichia coli, para producdo das
proteinas recombinantes correspondentes. Até o mtoma sequéncia codificadora da
MHP_0450 foi amplificada por PCRverlap, para permitir a troca de cédons TGA
(codificadores de triptofano eM. hyopneumoniae, mas de parada ek coli), por codons
TGG. A clonagem da MHP_450 no vetor de expressaBXpTGEV sera realizada por
recombinacaan vivo e a proteina recombinante (rMHP_0450) sera utiizam ensaios
funcionais, para demonstracdo e caracterizacaoa@atencial atividade como fosfatase.
Além disso, as sequéncias aminoacidicas de todagpra@sinas anotadas paid.
hyopneumoniae e M. flocculare foram submetidas a andlises de predicdo de ftsféad em
residuos de serina (S) e treonina (T), utilizanfEr@menta NetFosfoBac 1.Dos 30477 e
26368 residuos de S e T analisados, 6802 (22,38808 (22,4%) foram preditos como
fosforilados emM. hyopneumoniae e M. flocculare respectivamente. De acordo com 0s
resultados desta analisesilico, ndo foi possivel observar uma diferenca signifieanos
padrbées de fosforilacdo em residuos S e T predituse estas duas micoplasmas.
Entretanto, como a fosforilagdo € uma MPT revelsévelindmica, outras abordagens,
como por exemplo, a fosfoprotebmica, precisam eglizadas para avaliacdo da acuracia
destes dados de predicdo e da dinamicidade destaléi MPT nestas espéciésssim,
espera-se demonstrar ndo somente a ocorréncissfdgakes envl. hyopneumoniae e M.
flocculare, mas também possiveis diferencas de expresséae ativitlade que possam estar
regulando padrbes de fosforilacdo nestas micopBsnas quais podem estar
correlacionados a patogenicidade.



