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RESUMO

Mycoplasma hyopneumoniae, como um micoplasma tipico, é um dos menores organismos
autorreplicantes de vida livre, com auséncia de parede celular e um genoma de tamanho reduzido.
Esta bactéria habita o trato respiratério de suinos, sendo o agente etiolégico da pneumonia
enzootica suina, doenca cronica que gera perdas econémicas significativas a industria de suinos
em todo mundo. O genoma de M. hyopneumoniae 7448 tem 695 sequéncias de acido
desoxirribonucleico (DNA) codificadoras, sendo que 277 delas sdo codificadoras de proteinas
ndo-caracterizadas ou hipotéticas. As proteinas ndo-caracterizadas e hipotéticas constituem um
grupo de proteinas de funcdo desconhecida, o qual pode incluir fatores de viruléncia ainda nao
identificados e descritos. O objetivo geral deste estudo foi realizar a anotacdo funcional de
proteinas de funcdo desconhecida codificadas no genoma de M. hyopneumoniae 7448, para a
identificacdo de novos potenciais determinantes de patogenicidade da pneumonia enzodtica
suina. Para isso, foram realizadas andlises para a predicdo de localizacdo subcelular, de funcao
molecular e de associacdo a viruléncia para as 277 proteinas anotadas como de funcao
desconhecida e codificadas no genoma de M. hyopneumoniae 7448. No total, 115 proteinas
foram anotadas funcionalmente, das quais 101 foram preditas como associadas a viruléncia. A
maioria das proteinas foram anotadas como enzimas, transportadores de membrana ou como
proteinas associadas a expressao génica. A partir destes resultados, dez proteinas foram
selecionadas como potenciais alvos para caracterizacao funcional e imunoldgica. Dentre estes
potenciais alvos, a proteina Mhp7448_0148 foi selecionada para producdo da sua versdao
recombinante (rMhp7448_0148) e posterior caracterizacdo funcional e imunolégica. Esta
proteina foi predita como uma chaperona, contendo o dominio funcional de uma proteina de
choque térmico de 33 kDa (hsp33). A rMhp7448_0148 foi produzida em Escherichia coli e
purificada na forma desnaturada. Por isso, a proteina desnaturada sera inicialmente utilizada para
ensaios de caracterizacdo imunoldgica. Os ensaios funcionais poderdo ser realizados a partir da

padronizacdo da producao e purificacdo da rMhp7448_0148 na forma nativa.

Palavras-chave: Mycoplasma hyopneumoniae, anotacao funcional, viruléncia, proteina de choque

térmico 33.



ABSTRACT

Mycoplasma hyopneumoniae, as typical mycoplasma, is one of the smallest self-replication free
living organism, with lack cell wall and small genome. This bacterium inhabits the swine
respiratory tract, and is the etiological agent of porcine enzootic pneumonia, which is chronic
disease that causes significant economic losses at swine industry worldwide. M. hyopneumoniae
7448 genome codes for 695 proteins, being 277 hypothetical and uncharacterized ones. Theses
uncharacterized and hypothetical proteins constitute a group of proteins of unknown functions
which may include virulence factors not identified and described yet. The aim of this work was
the functional annotation of unknown function protein encoded by M. hyopneumoniae 7448
genome, in order to identify new potential porcine enzootic pneumonia pathogenicity
determinants. For that, in silico analyses were perfomed to predict subcellular location, molecular
functions and association to virulence. Overall, 115 proteins were functionally annoted, including
101 proteins predicted as associated to virulence. Most of the proteins were annoted as enzymes,
membrane transporters or as proteins associated to gene expression. Basedon these results, ten
proteins were selected as potencial targets for functional and immunological characterization.
Among these potencial targets, the Mhp7448_0148 protein was selected for its recombinant
version production (rMhp7448_0148) and subsequent functional and immunological
characterization. This protein was predicted as a chaperone, bearig the heat shock protein 33
functional doman (hsp 33). The rMhp7448_0148 was produced in Escherichia coli and was
purified in its denatured form. Therefore, the denatures protein will be initially used for
immunological characterization assays. The functional assays will be performed after the

standardization of the production and purification of rMhp7448_0148 in native form.

Key-words: Mycoplasma hyopneumoniae, functional annotation, virulence, heat shock protein

33.



1. INTRODUCAO

1.1 Caracteristicas gerais e evolucao de bactérias do género Mycoplasma

Mycoplasma é um género bacteriano parafilético pertencente a classe monofilética
molicutes do filo firmicutes (que inclui ainda as classes: Bacilli, e Clostridia) (Wolf et al., 2004).
A origem evolutiva dos molicutes esta relacionada a bactérias Gram-positivas com baixo
contedo G + C, as quais passaram por um processo de evolucdo regressiva, com reducdo do
genoma, ha cerca de 605 milhdes de anos (Sirand-Pugnet et al., 2007). A diminui¢ao do genoma
dos molicutes ocorreu pela perda de genes ndo essenciais, tendo as caracteristicas genéticas
semelhantes (conservadas) as de seus ancestrais. A maioria das perdas genéticas macigas ocorreu
em um estagio inicial deste processo evolutivo, mas, sendo as espécies de molicutes parasitas ou
comensais, a co-evolugcdo com seus hospedeiros também contribui para moldar a composicao
génica dos genomas dessas bactérias.

Os molicutes tem um pequeno tamanho celular (0,2 — 0,4 pm de diametro), auséncia de
uma parede celular, um genoma de tamanho reduzido (600 kb a 2200 kb) e vias metabdlicas
simplificadas (Sirand-Pugnet et al., 2007). A maioria dos mollicutes sdao patogénicos, podendo
infectar seres humanos, animais e plantas. Relativamente pouco se sabe sobre os genes
relacionados a sua patogenicidade e viruléncia. Os genomas de espécies de molicutes nao
apresentam uma organizacdo geral (distribuicdo de G + C, polarizacdo e organizacdo génica)
semelhante, nem apresentam sintenia (blocos de genes conservados em conjuntos ordenados ao
longo do cromossomo). Além disso, a perda continua de genes pode ser observada comparando
conjuntos de genes dentro de cada ramo filogenético dos molicutes.

Os micoplasmas sdo pleomorficos, tem um coédon universal de parada (codon UGA)
convertido para codon de triptofano e sao hospedeiro-especificas. Os micoplasmas sdo incapazes
de sintetizarem acidos graxos, requerendo esterol proveniente do hospedeiro para o crescimento
(Fadiel et al., 2007). Embora os molicutes apresentem uma falta de sintenia no seu genoma, a
espécie de Mycoplasma hyopneumoniae apresenta longas regides com ordem génica conservada
entre suas linhagens, e com espécies estreitamente relacionadas. As espécies do género
Mycoplasma (micoplasmas) pertencem predominantemente a familia Mycoplasmataceae, a qual

esta dividida em seis clados: bovis (Mycoplasma agalactie, Mycoplasma bovis e Mycoplasma
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fermentans), hominis (Mycoplasma hominis e Mycoplasma arthritidis), hyopneumoniae

(Mycoplasma  hyorhinis, Mycoplasma

conjunctivae, Mpycoplasma flocculare e M.

hyopneumoniae), micoplasma hematr6fico (Mycoplasma suis e Mycoplasma haemofelis),

genitalium-pneumoniae (Mycoplasma galliseppticum, Mycoplasma genitalium e Mycoplasma

pneumoniae) e mycoides (Mycoplasma putrefaciens, Mycoplasma capricolum, Mycoplasma.

leachii e Mycoplasma mycoides) (Figura 1) (Siqueira et al., 2013).

100
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Figura 1: Arvore filogenética da familia Mycoplasmataceae. Histéria evolutiva de micoplasmas representada em

uma arvore fiogenética obtida por abordagem filogenomica (Siqueira et al., 2013).

1.2 Mycoplasma hyopneumoniae e a pneumonia enzodtica suina

M. hyopneumoniae pertence ao grupo hyopneumoniae de Mycoplasmataceae e é

estreitamente relacionado com M. flocculare, M. hyorhinis e M. conjunctivae. M. hyopneumoniae

habita o trato respiratério de suinos, sendo o agente etioldgico da pneumonia enzodtica suina
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(PES) (Razin et al., 1998; Sirand-Pugnet et al., 2007). M. flocculare e M. hyorhinis habitam
também o trato respiratorio de suinos, porém sdao espécies comensais.

M. hyopneumoniae se adere ao epitélio ciliado da traqueia, bronquios e bronquiolos,
causando ciliostose (Maes et al., 2018). A bactéria é também capaz de evasdo imunologica, por
modulacdo da resposta imune do hospedeiro. Além disso, apesar de ser predominantemente
extracelular, M. hyopneumoniae pode eventualmente ser internalizado na célula do hospedeiro, e
assim, se disseminar para os 0rgaos internos e persistir dentro do hospedeiro sem causar doenca.

A PES é uma doencga cronica respiratéria de ocorréncia mundial, que causa grandes
perdas econdmicas aos produtores de suinos, pois reduz o ganho médio de massa dos porcos e
aumenta quantidade de antimicrobianos utilizados (Maes et al., 2018). Rebanhos de suinos com
PES apresentam alta morbidade, baixa mortalidade, tosse cronica e retardo no crescimento. A
resposta imunolégica do hospedeiro é considerada a principal causa de lesGes pulmonares.

A infeccdo pulmonar do suino por M. hyopneumoniae oportuniza ainda infeccoes
secundarias por outras bactérias, como Pasteurella multocida, Actinobacillus pleuropneumoniae
e Bordetella bronchiseptica, e virus, como o circovirus porcino e o virus da sindrome reprodutiva
e respiratéria porcina (PRRSV) (Maes et al., 2018). Além de prolongar e aumentar a gravidade
da PRRSV, assim como agravar as lesdes pulmonares e linfoides associadas ao circovirus suino
tipo 2. A PRRSV causa anorexia, tosse, e em fémeas gestantes causa abortos e/ou nascimentos
precoces, e causa grande perda aos rebanhos infectados.

O diagnostico da PES pode ser realizado por isolamento de M. hyopneumoniae, porém a
multiplicacdo lenta e a multiplicagdo de outras bactérias dificultam seu isolamento (Maes et al.,
2018). Também existem técnicas de diagnostico baseadas em imuno-histoquimica, hibridizacao
in situ e reacao em cadeia da DNA polimerase (PCR), sendo atualmente a PCR em tempo real um
dos métodos mais comuns, pois aumenta a deteccao em diferentes tipos de amostras e apresenta
alta sensibilidade e especificidade. O diagnostico a partir de anticorpos contra M. hyopneumoniae
é realizado por testes de ensaio de imunoabsorcao enzimatica (ELISA), tendo como desvantagem
a ndo discriminacdo da origem do anticorpo, se de suinos vacinados ou com infec¢ao aguda, além

de uma incapacidade de deteccdo de anticorpos contra M. hyopneumoniae com infeccdo cronica.
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1. 3 Controle de infeccoes por M. hyopneumoniae

As tetraciclinas, macrélidos, licosaminas, pleuromucotilinas, fluoroquinolonas,
florfenicol, aminoglicosideos e aminociclitéis sdo antimicrobianos eficientes contra M.
hyopneumoniae (Chernov et al., 2018). Por carecer de parede celular, M. hyopneumoniae é
naturalmente resistente a antimicrobianos que interferem na polimerizacao da parede celular.
Além disso, ja foi registrada também resisténcia adquirida a alguns outros antimicrobianos, como
as tetraciclinas. A maioria dos antimicrobianos testados em suinos contra M. hyopneumoniae,
diminuiram as lesdes pulmonares e os sinais clinicos da PES (Maes et al., 2018). Porém a PES
tende a ressurgir ap6s o fim do periodo de tratamento com antimicrobianos, pois diferentes
linhagens com diferentes suscetibilidades aos antimicrobianos podem coexistir em um rebanho
(Chernov et al., 2018).

A vacinacdo contra M. hyopneumoniae é realizada principalmente com bacterinas, que
sdao constituidas por células de M. hyopneumoniae inativadas ou atenuadas (Tao et al., 2019).
Atualmente, as vacinas comerciais oferecem apenas protecdo parcial, tendo um efeito limitado no
controle da transmissdo e incapacidade de impedir a colonizacdo. A maioria das bacterinas
comerciais é baseada na linhagem J de M. hyopneumoniae, a qual é classificada como uma
linhagem ndo patogénica (Matthijs et al., 2019). Os principais efeitos da vacinagdo sdo uma
reducdo nos sintomas clinicos, lesdes pulmonares, uso de medicamentos e perdas de desempenho.
Esses efeitos podem variar entre os rebanhos de suinos, o que pode ser parcialmente explicado
por diferencas antigénicas e patogénicas entre as linhagens presentes no rebanhos e as linhagens
utilizadas na formulacdo das vacinas (Pieters et al., 2010).

Embora, a vacinacdo contra M. hyopneumoniae seja baseada em bacterinas, alguns
antigenos como proteinas de superficie e adesinas ja foram caracterizados imunologicamente
(Mointinho-Silva et al., 2012; Simionatto et al., 2013; Tao et al., 2019). Porém a maioria das
proteinas recombinantes foi avaliada apenas em camundongos, e poucas testadas em suinos
(Maes et al., 2018). As vacinas com proteinas recombinantes com base em um unico antigeno sao
pouco imunogénicas, porém novos adjuvantes vém aumentando significativamente seu potencial
imunogénico (Virginio et al., 2014). As vacinas com proteinas recombinantes compostas por
multiplos antigenos apresentam uma vantagem substancial na imunogenicidade em comparacao

as vacinas comerciais atuais, sendo, no entretanto, necessarios mais testes em suinos. O
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desenvolvimento de vacinas mais efetivas contra M. hyopneumoniae vem sendo proposto, e as
vacinas com proteinas recombinantes tem se apresentado como uma alternativa viavel e eficiente

no seu controle.

1.4 Determinantes de patogenicidade de M. hyopneumoniae

Micoplasmas em geral carecem de fatores de viruléncia cldssicos, como toxinas
bacterianas (Maes et al., 2018). No caso de M. hyopneumoniae, a adesdao como estagio inicial
para a colonizacdo bacteriana do epitélio foi extensamente estudada, porém o mecanismo de
aderéncia aos cilios ndo estd completamente elucidado. Estudos experimentais comparativos
confirmaram que adesinas (p97, p216, p102) desempenham um papel importante na viruléncia e
patogénese (Razin et al., 1998; Pinto et al., 2007; Reolon et al., 2014). No entanto, ndo existem
fatores bem definidos que difiram entre linhagens patogénicas e ndo patogénicas ou com
diferentes niveis de viruléncia de M. hyopneumoniae, nem entre M. hyopneumomiae e espécies
estreitamente relacionadas, como M. flocculare, bactéria comensal que também habita o trato
respiratorio de suinos.

Ha uma variabilidade de linhagens circulantes nos rebanhos de suino (Maes et al., 2018).
As linhagens de M. hyopneumoniae apresentam diferente niveis de patogenicidade, sendo
encontradas linhagens ndo patogénicas como a linhagem J e linhagens patogénicas como a
linhagem 7448. No genoma de M. hyopneumoniae foram identificadas variagcOes repetitivas em
tandem entre proteinas ortdlogos nas diversas linhagens (De Castro et al., 2006). Insercoes e
dele¢Oes resultam em variacdes no numero de repeticées de nucleotideos em tandem nas regides
codificadoras, o que é indicativo de um mecanismo molecular que gera variantes funcionais e/ou
antigénicas nas proteinas de superficie. O niumero de repeticdes de aminoacidos variam nas
adesinas e outros fatores putativos de viruléncia ort6logos nas linhagens 7448, 232 e J de M.
hyopneumoniae (Pinto et al., 2007). Provavelmente a variacdao nas proteinas de superficie seja um
determinante dos diferentes niveis de patogenicidade de cada linhagem de M. hyopneumoniae.

A analise comparativa do genoma de M. hyopneumoniae 7448 (patogénica) e J (ndo
patogénica) revela uma alta similaridade, em termos de repertorio, distribuicao de genes e de
conservacao de sequéncias entre genes ortdlogos (Vasconcelos, A. T. et al., 2005; Siqueira et al.,

2013). A gendmica comparativa ndo correlacionou os fatores determinantes da viruléncia as
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diferencas de patogenicidade das linhagens analisadas. A presenca de genes ort6logos
codificadores de proteinas determinantes de patogenicidade (fatores de viruléncia) tanto em
linhagens patogénicas como em ndo patogénicas sugere que a patogenicidade e viruléncia
diferenciais depende de diferencas em nivel de expressdo génica e/ou processo pds-traducionais,
como processamento proteolitico e/ou secrecdo destes fatores (Ferrarini et al., 2016; Paes et al.,

2018).

1.5 Genoémica estrutural e funcional de M. hyopneumoniae

O genoma de dez linhagens de M. hyopneumoniae foram sequenciados completamente (J,
KMO014, ES-2, 168, 168-L, 7448, 7422, F7.2C, 232, NCRC10127) (NCBI, 2019). O tamanho do
genoma dentre as linhagens varia de 892.758 a 964503 pares de base, com conteudo G+C
compondo cerca de 28% dos genomas. As sequéncias de DNA codificadoras (CDSs) entre as
linhagens de M. hyopneumoniae variam de 526 (linhagem KM014) a 695 (linhagem 7448) (Han
etal., 2017; Paes et al., 2018).

M. hyoneumoniae 7448 é uma das linhagens patogénicas com genoma totalmente
sequenciado, isolada de um suino infectado em Santa Catarina, Brasil (Vasconcelos, A. T. et al.,
2005). O genoma dessa linhagem tem 920.079 pares de base, 28,5% de conteido G+C e um total
de 695 CDSs. Sendo que dessas 695 CDS, 418 (60%) sdo anotadas funcionalmente.

A validagdo experimental do proteoma predito de M. hyopneumoniae 7448 foi possivel
para 344 CDSs por espectrometria de massas (Siqueira et al., 2013; Paes et al., 2017; Paes et al.,
2018). No entanto, algumas proteinas mesmo validadas experimentalmente continuam sem
anotacdo funcional, e somando a proteinas hipotéticas (sem validacdao experimental) totalizam
277 proteinas de funcdo desconhecida codificadas pelas CDSs de M. hyopneumoniae 7448.

M. hyopneumoniae 7448 compartilha cerca de 70% das proteinas identificadas por
protedmica com M. hyopneumoniae J e M. flocculare, revelando diferencas qualitativas e
quantitativas nos repertorios proteicos destas bactérias (Leal et al., 2016; Paes et al., 2017; Paes
et al., 2018; Paes et al, 2019). As proteinas diferencialmente abundantes entre M.
hyopneumoniae 7448 e suas contrapartes ndo patogénicas foram consideradas como fatores de
viruléncia de M. hyopneumoniae. Dentre os potenciais fatores de viruléncia estdo adesinas,

proteases, proteinas de equilibrio redox e transportadores de membrana. Os fatores de viruléncia
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em M. hyopneumoniae 7448 podem atuar em mecanismos alternativos de sobrevivéncia da
bactéria em condigOes de estresse oxidativo e térmico (Ferrarini et al., 2016; Galvao Ferrarini et
al., 2018). Proteinas de funcao desconhecida também foram relacionadas a resposta ao estresse
oxidativo e térmico, porém sua atuacdo na resposta ao estresse bacteriano e na patogenicidade

ainda nao foram elucidados (Madsen et al., 2008; Li et al., 2019).

1.6 Justificativas

Muitas das vias metabolicas em M. hyopneumoniae permanecem desconhecidas, fazendo
com que processos bioldgicos essenciais para a sobrevivéncia e colonizacdo do trato respiratério
de suinos ndo estejam completamente elucidados. A atuacdo diferencial de mecanismos e vias
metabolicas nos processos biologicos entre as contrapartes ndao patogénicas de M.
hyopneumoniae (M. hyopneumoniae J e M. flocculare) pode estar relacionada ao nivel de
viruléncia variado entre elas. A elucidacdo dos mecanismos moleculares, vias metabélicas e
processos bioldgicos é dificultada por uma auséncia de anotacdo funcional de grande parte das
CDSs de M. hyopneumoniae. A anotacdo funcional das CDSs de fungdo desconhecida de M.
hyopneumoniae pode permitir o descobrimento dos processos biologicos de M. hyopneumoniae
0s quais podem estar associados a viruléncia.

Apesar de todos os esforcos até o presente momento para a anotacao do genoma de M.
hyopneumoniae 7448, ainda restam 277 CDSs de funcao desconhecida no genoma, cerca de 40%
das 695 CDSs. A grande proporcdo de CDSs de proteinas de funcdo desconhecida de M.
hyopneumoniae sugere que estas possam constituir um importante reservatério de potenciais
fatores de viruléncia ainda ndo identificados nem caracterizados. Desta forma, sdo necessarias
ainda analises abrangentes para complementacao da anotacao funcional dessas CDSs.

A complementacdo da anotacdo funcional pode ser realizada por andlise in silico das
CDSs com base em comparagoes e buscas em bancos de dados atualizados. Essa abordagem é
capaz de fornecer uma maneira eficiente de predicdao, assim como realizado para proteinas de
funcdo desconhecida de M. pneumoniae (Shahbaaz et al., 2015) e algumas linhagens de M.
hyopneumoniae (Li et al., 2019). A partir de predigoes in silico, novos estudos de caracterizacao
funcional e/ou imunolégica de proteinas de fungdo desconhecida poderdo ser realizados,

permitindo a identificacdo de possiveis novos determinantes de patogenicidade de M.

18



hyopneumoniae. A fim de complementar esse conhecimento atualmente fragmentario, sdo
necessarias anotacOes precisas de proteinas de funcdo desconhecida. A identificacdo e
caracterizacdo dos produtos destas CDSs atualmente de funcdo desconhecidas podera também
proporcionara novos alvos para o desenvolvimento de testes diagnosticos, testes de viruléncia

diferencial entre as linhagens, farmacos e/ou vacinas.
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral
Este estudo teve como objetivo geral a anotacdo funcional do repertério de proteinas de
funcdo desconhecida codificadas no genoma de M. hyopneumoniae 7448, para identificacdo e
caracterizacao de novos potenciais determinantes de patogenicidade da PES.

2.2 Objetivos especificos

I - Anotacao in silico de proteinas ainda classificadas como de funcdo desconhecida no proteoma

predito de M. hyopenumoniae 7448.

II - Identificacio de proteinas de funcao desconhecida de M. hyopneumoniae 7448

potencialmente relacionadas a viruléncia.

IIT - Selecao de potenciais novos determinantes de patogenicidade de M. hyopeumoniae.

IV - Clonagem e expressdao de uma sequéncia de DNA codificadora (CDS) de uma proteina de
funcdo desconhecida potencialmente relacionada com a determinacdo de patogenicidade de M.

hyopneumoniae 7448 para producdo da proteina recombinante correspondente.

V - Caracterizacao funcional e imunolégica da proteina recombinante produzida.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Analises in silico das sequéncias de aminoacidos de proteinas
Os dados referentes as sequéncias deduzidas de aminoacidos de proteinas codificadas no
genoma de M. hyopneumoniae 7448 foram obtidos na base de dados do Uniprot

(http://www.uniprot.org/). Foram recuperadas 277 sequéncias deduzidas de aminoacidos,

referentes a todas as CDSs de funcdo desconhecida anotadas no genoma da bactéria.

3.1.1 Predicdes para anotacdo funcional

Predicées funcionais in silico foram realizadas para todas as 277 proteinas anotadas como
de funcdo desconhecida no genoma de M. hyopneumoniae 7448. Utilizando uma variedade de
ferramentas computacionais foram realizadas predicdes de localizacdo subcelular, de vias de

secrecdo e de funcao.

3.1.1.1 Predicoes de localizacdo subcelular

A predicdo de localizagdo subcelular foi realizada utilizando os programas PSORTDb (Yu
et al., 2010), PSLpred (Bhasin et al., 2005) e LOCTree3 (Goldberg et al., 2014), os quais
classificam as proteinas como localizadas no citoplasma, na membrana plasmatica, na parede
celular, na fracdo extracelular ou em compartimento desconhecido. A fim de melhor suportar as
predicoes realizadas pelos programas de predicdo de localizagdo subcelular, a presenca de
dominios transmembrana foi verificada pelos programas HMMTOP (Tusnady and Simon, 2001),

THMM (Krogh et al., 2001) e Phobius (Kall et al., 2007).

3.1.1.2 Predicoes de vias de secrecao

Das 277 proteinas analisadas na Se¢do 3.1.1.1, as proteinas preditas como localizadas na
fracdo extracelular foram submetidas a predicao das vias de secrecdo (secre¢do classica ou nao
classica), utilizando os programas SignalP (Emanuelsson et al., 2007), Phobius (Kall et al., 2007)
e SecretomeP (Bendtsen et al., 2005).
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3.1.1.3 Predicoes de funcao baseadas em ortologia

3.1.1.3.1 Classificacao funcional por ontologia génica

A classificacdo funcional das proteinas por ontologia génica (GO) foi realizada pelo
programa BLAST2GO (Conesa et al., 2005), baseado no alinhamento com o algoritmo BLAST
com sequéncias depositadas em diversos bancos de dados bioldgicos com sequéncias proteicas
ndo redundantes (CDS traduzidas do GenBank, PDB, SwissProt, PIR e PRF). Dentre as proteinas
com ort6logos identificados e GO anotada, foram selecionadas as proteinas classificadas dentro

da categoria de funcao molecular.

3.1.3.2 Classificacao funcional por dominios e motivos funcionais

Os dominios funcionais foram preditos usando varios bancos de dados, como Pfam
(https://pfam.xfam.org/), SUPERFAMILY (Gough et al., 2001), CATH (Orengo et al., 1997),
CDART (Geer et al, 2002), SMART (Letunic et al, 2012) e SBASE

(http://pongor.itk.ppke.hu/protein/sbase.html#/sbase blast). Além da predicdo de familias de

receptores acoplados a proteina G, utilizando GPCRPred (Bhasin and Raghava, 2004).

3.1.2. Predicoes de associacao a viruléncia

As proteinas foram analisadas quanto a potenciais associacoes a viruléncia utilizando a
ferramenta VirulentPred (Garg and Gupta, 2008), a qual utiliza os métodos baseados em maquina
de vetores de suporte (SVM) para identificar fatores de viruléncia bacterianos putativos. Além
disso, estas proteinas foram analisadas utilizando o banco de dados de fatores de viruléncia
(VFDB) (Chen et al., 2005). O potencial citotéxico das proteinas foi aferido utilizando os
programas BTXPred (Saha and Raghava, 2007), e DBETH (Chakraborty et al., 2012). O
potencial alergénico foi aferido pelo programa AlgPred (Saha and Raghava, 2006). Para
complementar a predicdo de fatores de viruléncia, foi realizada a busca de similaridade com

genes (e seus produtos) de resisténcia a antibioticos no banco de dados CARD

(https://card.mcmaster.ca).
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3.2 Selecdo de potenciais fatores de viruléncia para caracterizacao funcional e imunolégica

Os resultados das predicdes in silico foram utilizados para a selecdo de proteinas-alvo de
interesse para caracterizacdo funcional e imunoldgica. Dentre as 277 proteinas de funcao
desconhecida analisadas in silico, foram entdo selecionadas as proteinas que tiveram: (i) anotacao
funcional; (ii) predicdo de associacdo a viruléncia; a (iii) abundancia diferencial em relacdo a
proteinas ort6logas de M. hyopneumoniae J e M. flocculare.

Adicionalmente, foram preditas as propriedades fisico-quimicas das proteinas
selecionadas de interesse  utilizando o software = EXPASY’s PROTPARAM

(https://web.expasy.org/protparam). Uma das proteinas selecionadas para caracterizacao

funcional e imunolégica foi escolhida para ser produzida no presente estudo, tendo como critério
a relacdo com funcdo potencialmente vital para M. hyopneumoniae. O clone plasmidial foi
produzido a partir da sintese quimica da CDS de interesse e clonagem no vetor de expressao

pET-15b (GeneOne) digerido com as enzimas Ndel e Xhol.

3.3 Producao da proteina recombinante de interesse

3.3.1. Expressao heteréloga em Escherichia coli

As células de E. coli BL21 (DE3) pLysE, E. coli BL21 (DE3) c6don Plus RP, E. coli
BL21 (DE3) codon Plus Ril e E. coli BL21 (DE3) Star (Invitrogen) foram transformadas por
choque térmico com o clone plasmidial. Todas as linhagens de E. coli foram cultivadas em meio
Luria-Bertani (LB) ou LB agar, com concentracoes de 50 pg/mL de ampicilina e 34 pg/mL de
cloranfenicol. As linhagens de E. coli utilizadas tem resisténcia a cloranfenicol e o clone
plasmidial, por causa do vetor pET-15b, confere resisténcia a ampicilina.

As linhagens de E. coli transformantes foram cultivadas a 37°C até atingirem a densidade
optica de 0,7. A expressdo da proteina recombinante foi realizada nas diferentes linhagens de E.
coli transformantes, utilizando 0,1 mM, 05 mM e 1 mM de isopropil-B-D-1-
tiogalactopiranosideo (IPTG) durante 3 h, 6 h, e 12 h de inducdo, a 37°C. A auséncia de IPTG foi

utilizada como controle negativo da expressao da proteina recombinante. Os resultados do teste
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de inducdo foram analisados por eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecilsulfato de

sédio (SDS-PAGE) 12%.

3.3.2 Avaliacao de solubilidade e solubilizacao da proteina recombinante

O teste de solubilidade da proteina recombinante foi realizado com E. coli (DE3) Star
induzida a 3h com 0,1 mM de IPTG. Ap6s a inducao as células foram lisadas por sonicacdo e a
fracdo insoluvel e solivel foram analisadas por SDS-PAGE 12%.

Apobs a expressdo da proteina recombinante, as células foram submetidas a processos para
solubilizacdo da proteina recombinante. A solubilizacdo foi realizada com N-laurilsarcosina nas
concentracgoes de 0,3% e 0,5%, e com ureia e hidrocloreto de guanidina conforme as instrucdes
do fabricante (GE Healthcare Life Sciences). Os resultados do teste de solubilidade foram

analisados por SDS-PAGE 12%.

3.3.3 Purificacdo da proteina recombinante

A purificacdo da proteina recombinante foi realizada por cromatografia de afinidade de
metal imobilizado. Para isso, a resina Chelanting Sepharose Fast Flow (GE Healthcare Life
Sciences) foi carregada com NiSO, 400 mM e a fracdao solivel foi adicionada. Os tampoes
utilizados na resina foram utilizados conforme as instru¢ées do fabricante.

A eluicdo da proteina recombinante foi testada com adicdo de concentracOes crescentes de
imidazol e com elui¢dao com tampao PBS 1X SDS 0,1% a 100°C por 1 min. Os resultados foram

analisados por SDS-PAGE 12%.
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4. RESULTADOS

4.1 Anotacao funcional de proteinas de funcao desconhecida de M. hyopneumoniae 7448

As 277 proteinas de funcdo desconhecida tiveram suas sequéncias de aminoacidos
analisados em diferentes programas de bioinformatica para predicdo de localizacdo subcelular,
predicdo de funcdo e associacdo a viruléncia. Os resultados dos programas foram concatenados
em predicoes consenso, e assim utilizados para a anotacao funcional in silico das proteinas.

A predicdio de localizagdo subcelular classificou as proteinas citoplasmaticas, de
membrana plasmatica ou extracelulares. Visto que micoplasma carece de parede celular, as
predicdes de proteinas periplasmaticas ou de parede celular, foram consideradas como proteinas
extracelulares. No total das 277 proteinas, 239 (86%) apresentaram predicdo de localizacao
subcelular (Material suplementar 1). Assim, foram preditas 83 (30%) proteinas como
citoplasmaticas, 93 (33,5%) como de membrana citoplasmatica e 63 (22,5%) extracelulares
(Figura 2).

As proteinas preditas como extracelulares foram analisadas quanto ao mecanismo de
exportacdo, para tanto foram usados programas que buscaram por peptideo sinal, relacionado a
via classica de exportacdao de proteinas para o compartimento extracelular. A partir desses
resultados foram concatenados uma predicdo consenso classificadas entre exportadas por via
classica, e exportadas por via ndao-classica. O mecanismo de exportacao foi predito para todas as

proteinas extracelulares, sendo 18 por via classica e 45 por via ndo-classica.
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Figura 2: Numero de proteinas de M. hyopneumoniae 7448 com a localizacao subcelular e vias de secrecao das
proteinas extracelulares preditas. As cores no grafico de setores representam as diferentes localizacoes
subcelulares preditas e/ou auséncia de predi¢do. Os numeros indicam a quantidade de proteinas com a localizacdo
subcelular predita naquele compartimento. A categoria de proteinas preditas como extracelulares foi representada

também por uma barra para diferenciacdo das diferentes vias de exportacdo.

A classificacdo funcional das proteinas por ontologia génica foi atribuida aquelas
proteinas com funcdo molecular predita, tendo 56 (20%) proteinas a funcdo molecular
identificada (Material suplementar 2). Algumas proteinas tiveram mais de uma fun¢do molecular
predita. As funcées moleculares anotadas foram de hidrolases, peptidases, fatores de transcricao,
transportadores de membrana, helicases, transferases, nucleases, ligases, adesinotrifosfatases
(ATPases), cinases, oxirredutases, isomerases, desidrogenases, aldolases e fatores de transcricao
e traducao.

A classificacdo funcional das proteinas por dominios foi atribuida aquelas proteinas com
dominios identificados em pelo menos um dos programas de predicdo, tendo 122 (44%) proteinas
dominios identificados (Material suplementar 3). Algumas proteinas tiveram mais de um dominio
funcional predito. Foram preditos dominios funcionais de ATPases, transportadores de
membrana, alcool desidrogenases, chaperonas, hidrolases, esterases, DNA-metilases, DNA-
polimerases, fosfatases, dinucleotideo de flavina e adenina sintase (FAD-sintases), cinases,
laminina, lactamases, transferases, peptidases e fatores de transcrigdo, ribonucleases e de regides

ricas em leucina.
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A partir das funcées moleculares recuperadas da ontologia génica de fungdo molecular e
de dominios funcionais, foi possivel a classificacdo de fungdo para um total de 135 (48,7 %)
proteinas, sendo que 43 proteinas tiveram ontologia génica de fun¢do molecular e dominios

funcionais identificados, 13 apenas funcdo molecular e 79 apenas dominio funcional (Figura 3).

Funcdo molecular Dominios funcionais

Figura 3: Numero total de proteinas de M. hyopneumoniae 7448 com funcao predita. O niimero de proteinas
detectadas exclusivamente em cada metodologia de predigcdo de funcdo ou compartilhadas entre elas sdo indicadas no

diagrama de Venn.

4.2 Potenciais fatores de viruléncia

As proteinas foram consideradas como potencialmente associadas a viruléncia quando a
analise no programa VirulentPred resultou em escore maior que zero, e além da identificacao de
homologia com um fator de viruléncia ja descrito pelo programa VFDB. Assim, a proteina foi
considerada um potencial fator de viruléncia se em ambas as ferramentas (VFDB e VirulentPred)
o resultado tenha sido positivo para associacdo a viruléncia. No total das 277 proteinas de M.
hyopneumoniae 7448 analisadas, 255 (92%) foram classificadas como potencialmente
relacionadas a viruléncia (Material suplementar 4) (Figura 4).

O potencial citotéxico das proteinas aferido pelo programa DBETH resultou em 228
proteinas preditas como tdxicas, e a afericao pelo programa BTXPred resultou na predicao de 3
neurotoxinas, 1 endotoxina, 1 exotoxina e 1 toxina bacteriana. O potencial alergénico das
proteinas aferido pelo programa AlgPred resultou em 76 proteinas alergénicas, 150

potencialmente alergénicas e 51 ndo alergénicas. A busca de similaridade com genes (e seus
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produtos) de resisténcia a antibioticos no banco de dados CARD, resultou na identificacdo de 245

proteinas com similaridade a proteinas de resisténcia a antibidticos em outras bactérias.

Localizagdo subcelular

Fungdo Associagdo a

viruléncia

Figura 4: Numeros total de proteinas de M. hyopneumoniae 7448 com localizacao subcelular, funcdo e/ou
associacdo a viruléncia preditos. O niimero de proteinas com predicdes in silico de localizagdo subcelular, funcéo e

associacao a viruléncia indicado no diagrama de Venn.

4.3 Selecao de proteina para caracterizacao funcional e imunolégica.

A anotacao funcional in silico foi completa para 115 proteinas, destas, 101 foram
potencialmente associadas a viruléncia (Material suplementar 5). Dentre estas proteinas, 10
proteinas, com funcdo importante para a sobrevivéncia do M. hyopneumoniae e com proteinas
ort6loga diferencialmente abundante entre M. hyopneumoniae e M. flocculare, foram

selecionadas para caracterizagdo funcional e imunoldgica (Tabela 1).

Tabela 1: Proteinas de M. hyopneumoniae 7448 potencialmente associadas a viruléncia selecionadas para

caracterizacao funcional e imunolégica (proteinas-alvo).

~ i Massa molecular Localizagdo
UNIPROT Gene Funcdo e/ou Dominio (kDa) subcelular
Lipase
Q4A7K1 MHP7448 0522 229 Extracelular
DNA Polimerase
Q4A7U0 MHP7448 0431 Ligacdo a 47 Citoplasma
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fosfatidiletanolamina
Proteina de choque térmico

Q4A8L7 MHP7448_0148 23 47 Citoplasma
Dominio de Ligagdo a

Nucleotideos da Proteina de

Q4AB8E9 MHP7448 0216 236 Extracelular
Ligacdo a Reticuldcitos
Py235
Q4A812 MHP7448_ 0356 Glutamina sintase 60 Extracelular
Q4A752 MHP7448_0675 Chaperona DNA J 102 Citoplasma
Q4A8U8 MHP7448_0064 Helicase 184 Citoplasma
Q4A7I15 MHP7448 0538 Regido rica em leucina 37 Extracelular
Membrana
Q4A7Q2 MHP7448 0470 Transportador ABC 69
plasmatica

Fator de viruléncia de
Q4A7B4 MHP7448 0612 79 Extracelular
ligacdo a imunoglobulina G

A proteina relativa a CDS Mhp7448_0148 foi escolhida para ser produzida na forma
recombinante (rMhp7448_0148) dentre as proteinas selecionadas para caracterizacao funcional e
imunologica. A Mhp7448_0148 foi escolhida por ser diferencialmente representada em
comparacdo com sua ortéloga em M. flocculare e M. hyopneumoniae J. A proteina da CDS
Mhp7448_0148 tem 411 residuos de aminoacidos, massa molecular aproximada de 47 kDa,
apresenta um dominio de proteina de coque térmico 33, sendo predita como uma proteina

citoplasmatica, mas que experimentalmente ja foi também identificada na superficie extracelular.

4.4 Producao da proteina rMhp7448_0148

Analisando comparativamente as proteinas expressas entre as quatro linhagens, foram
encontradas diferengas no rendimento da producdo de rMhp7448_0148, sendo E. coli BL21 RP
(DE3) e Star as que obtiveram maior rendimento (Figura 5). Conforme a Figura 5 evidencia, a E.
coli BL21 Star (DE3) alcancou um maior nivel de expressao da rMhp7448_0148 em relagdo a E.
coli BL21 RP (DE3).

A expressao da rMhp7448 foi ndo diferiu entre as concentracdes de IPTG utilizadas e

nem entre os diferentes tempos de inducdo, comparando as condi¢Ges de inducdo de uma mesma

29



linhagem. Desta forma, a concentracdo de 0,1 mM de IPTG e uma indugdo durante trés horas foi
escolhida como a mais eficiente, por apresentar rendimento igual as outras amostras, e

apresentado um menor custo relativo consumo do indutor e do tempo de inducao (Figura 5).
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-—
- ol o -l
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Figura 5: Expressao da rMhp7448_0148 em diferentes linhagens de E. coli e com diferentes tempos de
inducdo. Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) 12% com os extratos totais E. coli induzidas para a
expressdo da proteina rMhp7448 0148 a 37°C. Expressdo de rMhp7448 0148 em E. coli BL21 pLyse (DE3) (a), E.
coli BL21 RP (DE3) (b), E. coli BL21 Ril (DE3) (c) e E. coli BL21 Star (DE3) (d). (L) Marcador de massa
molecular, (1) ndo induzido, (2) 0,1 mM IPTG por 3 h, (3) 0,5 mM IPTG por 3 h e (4) 1mM IPTG por 3 h.

Altos niveis de expressdao da proteina recombinante em E. coli frequentemente resultam
em agregacdo das proteinas expressas em corpos de inclusdo, tornando a proteina insoltivel. A
maior porcao proteica permanece na porg¢ao insoltivel por causa da provavel formagdo de corpos
de inclusao devido a grande producdo. A fim de aumentar a solubilidade da proteina

recombinante foram testadas duas temperaturas: 37°C e 28°C de indugdo, sendo que a 28°C a
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proteina apresentou maior quantidade na fragdo soltvel. A proteina recombinante foi solubilizada
a partir de corpos de inclusdo com desnaturacao da enzima. A purificacio da rMhp7448_0148
expressa em E. coli BL21 Star (DE3) foi realizada com a fracao soltivel, pois esta linhagem
apresentou uma maior quantidade da proteina recombinante na fracdo soltivel em relacdo as

outras linhagens (Figura 6).

50kDa
47kDa —»
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Figura 6: Avaliacao de solubilidade da rMhp7448_0148. Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) 12%
com marcador de massa molecular (M), com o extrato celular com expressdao a 37°C da rMhp7448_0148 nao
induzida (1), com extrato celular com expressdao da rMhp7448_0148 induzida (2), com fracdo soluvel (solubilizada

com sarcosil) do extrato celular com expressdao da rMhp7448_0148 induzida (3) e fracdo insoltivel (4).

A rMhp7448_0148 se mostrou ainda predominantemente insolivel (Figura 6). A
solubilizacdo da proteina apresentou uma maior quantidade na fracao soluvel utilizando ureia e
hidrocloreto de guanidina. A fim de aumentar a solubilizacdo a temperatura de inducdo da
proteina recombinante foi realizada a 28°C.

A purificacdo da proteina recombinante foi entdo realizada a partir da fracdo solivel do
extrato bacteriano, utilizando ureia para solubilizacao e lavagens com hidrocloreto de guanidina.
Visto que, nas condig¢Oes-padrdo utilizadas inicialmente a rMhp7448_0148 permanecia ligada a
resina cromatografica, a sua eluicdo foi realizada com PBS-SDS 1% submetida a 100°C por 1
min. Com isso, foram obtidas 0,2 mg da rMhp7448_0148 na forma pura a partir de 100 ml de

cultivo (Figura 7).
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Figura 7: Avaliacdo da purificacdo da rMhp7448_0148. Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) 12%
com marcador de massa molecular (M), primeira eluicdo (1), segunda eluigdo (2) e terceira eluicdo (3) com PBS 1X

SDS 0,1% a 100°C por 1 min.
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5. DISCUSSAO

O genoma de M. hyopneumoniae 7448 contém 695 genes, dos quais 418 codificam
proteinas anotadas como de funcdo conhecida e 277 proteinas ndo caracterizadas e/ou hipotéticas
(Vasconcelos, A. et al., 2005). Interessantemente, a propor¢ao de genes codificadores de
proteinas de funcdo desconhecida (~40% do genoma) se mantém em outras linhagens de M.
hyopneumoniae e em outros micoplasmas do trato respiratorio suino, como M. flocculare e M.
hyorhinis (Siqueira et al., 2013). A anotacdao funcional do repertério de proteinas de funcdo
desconhecida de M. hyopneumoniae é necessaria para completar a informacdo biolégica dos
dados gendmicos e protebmicos disponiveis, incluindo a identificacdao de proteinas com funcao
relevante para a patogenicidade e viruléncia da bactéria. Neste contexto, este estudo utilizou uma
abordagem in silico para realizar a anotagdo funcional, incluido a predicdo de associacao a
viruléncia, do reportério de proteinas de funcdo desconhecida de M. hyopneumoniae.

A anotacdo funcional das proteinas de funcdo desconhecida de M. hyopneumoniae foi
obtida utilizando diferentes ferramentas de bioinformatica ja validadas para Mycoplasma
pneumoniae (Shahbaaz et al., 2015). Estas analises incluiram a predicao de localizagcdo subcelular
e de fungées moleculares baseadas em GO e identificacio de dominios funcionais. O uso de
ferramentas comparativas baseadas em alinhamentos como o BLAST2GO e HMMER sao
frequentemente utilizadas em analises funcionais de produtos génicos através do reconhecimento
de sequéncias homologas relacionadas em diferentes bancos de dados (Conesa et al., 2005).
Além disso, a predicdo de dominios e motivos proteicos funcionais é considerada a base para a
identificacdo do papel das proteinas de funcdo desconhecida em diferentes processos biolégicos.
Potenciais fatores de viruléncia também foram preditos utilizando diferentes softwares que
utilizam de bancos de dados de fatores de viruléncia bacterianos.

Os dados obtidos a partir dos diferentes softwares e bancos de dados utilizados para a
anotacdo funcional foram concatenados para garantir a acurdcia das predicdes. A anotacdo
funcional foi considerada completa quando a localizacdo subcelular e a funcao molecular, seja
por GO ou por predicdo de dominios funcionais, foram preditas. Assim, 115 (41%) das 277
proteinas anotadas previamente como de fungdo desconhecida foram anotadas funcionalmente

COIm sucesso.
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Considerando os dados de localizacao subcelular, 239 (86,28%) proteinas foram
classificadas como localizadas no citoplasma, na superficie ou na fracdao extracelular de M.
hyopneumoniae. Entretanto, 38 proteinas ndo tiveram localiza¢do subcelular tipica definida, uma
vez que houve divergéncia da localizagdo subcelular indicada entre os programas de predicao, e
também pela incapacidade de discriminagdo a partir dos programas de predicao de dominios
transmembrana. Uma unica localizacdo subcelular foi definida para cada uma das proteinas,
porém estudos de protedmica ja identificaram proteinas em mais de um compartimento
subcelular (Paes et al., 2018), indicando que estas proteinas podem ser transportadas dentro da
célula. Neste contexto, a predicdo de localizagdo subcelular permite inferir apenas a localizacdo
subcelular tipica das proteinas e ndo os diferentes compartimentos na qual elas podem ser
encontradas. A predicdo de dominios transmembrana auxiliou na predicdo da localizacao
subcelular tipica, por diferenciar proteinas citoplasmaticas das de membrana citoplasmatica. As
proteinas da membrana citoplasmadtica e extracelulares chegaram a compor mais da metade das
proteinas (55,23%). Foi demonstrado que algumas proteinas tipicas do citoplasma também
participam ativamente de processos bioldgicos no ambiente extracelular. Isso ndo implica que a
funcdo no ambiente extracelular seja idéntica a do ambiente citoplasmatico, sendo tais proteinas
multifuncionais (proteinas com funcgdo alternativa, do inglés moonlighting protein), exibindo
funcdes tipicamente ndo atribuidas a elas (Khan et al., 2014; Wang et al., 2014; Wang and
Jeffery, 2016). Algumas proteinas com funcOes alternativas ja foram caracterizadas em
micoplasmas, incluindo M. hyopneumoniae (Griindel et al., 2015; Widjaja et al., 2017).

A funcdo foi predita para 135 proteinas, outrora de funcdo desconhecida. Esse
complemento da anotagdo aumentou a cobertura de genes codificadores de proteinas com funcao
conhecida no genoma de M. hyopneumoniae 7448 de 60% para 80%. A combinacao de duas
diferentes abordagens na predicdo de funcdo das proteinas (predicdo de funcdo molecular e de
dominios funcionais) foi de fundamental importancia para expandir o nimero de proteinas com
funcdo predita, assim como para aumentar a confiabilidade dos dados. As proteinas foram
associadas ha uma diversidade de funcdes e podem ser divididas em enzimas, proteinas de
transporte e reguladores da expressao génica, as quais podem estar associadas a processos
metabolicos basais e patogenicidade de M. hyopneumoniae 7448. Entretanto, 142 proteinas ainda

permanecem sem funcdo predita, de maneira que a utilizacdo de programas de andlises de
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interacOes entre proteinas pode aumentar as proteinas com anotagdo funcional (Shahbaaz et al.,
2015).

As enzimas identificadas foram associadas as classes de hidrolases, oxidoredutases, liases,
isomerases, ligases e transferases. As enzimas de M. hyopneumonie participam de processos
fundamentais tanto para a sobrevivéncia, quanto para colonizagdo e patogenicidade (Ferrarini et
al., 2016; Galvao Ferrarini et al., 2018; Yu et al., 2018).

As hidrolases identificadas como nucleases (endonucleases, exonucleases) podem
contribuir para sobrevivéncia e multiplicacdo por facilitarem a formacdo e manutencdo de
biofilmes (Kiedrowski et al., 2011), a evasdo de armadilhas extracelulares de neutréfilos
(Berends et al., 2010), na aquisicdo de nutrientes a partir de acidos nucleicos (Pinchuk et al.,
2008) e modularem a agregacao celular (Tan et al., 2019). Interessantemente, ja foi demonstrado
que M. hyopneumoniae é capaz de formar biofilmes e escapar de armadilhas extracelulares de
macrofagos (Henthorn et al., 2018; Raymond et al., 2018), que sdo processos importantes para a
patogenicidade e viruléncia da bactéria. No entanto, as proteinas envolvidas nestes processos
ainda ndo foram identificadas. Assim, a anotacdo de proteinas potencialmente envolvidas nestes
processos pode contribuir para a caracterizacdao de mecanismos moleculares que determinam a
patogenicidade de M. hyopneumoniae.

As hidrolases identificadas como peptidases (serina peptidases, metaloproteinases) podem
atuar no processamento poés-traducional de proteinas de superficie (Moitinho-Silva et al., 2013;
Tacchi et al., 2016; Berry et al., 2017), na aquisicdo de nutrientes (Gonzales and Robert-
Baudouy, 1996), na homeostase celular, na destruicdo de peptideos efetores imunolégicos de
hospedeiros (Potempa and Pike, 2009), além de desenvolverem fun¢des ndo tipicas
(moonlighting) (Robinson et al., 2013; Jarocki et al., 2015), conforme ja descrito para
aminopeptidases em M. hyopneumoniae.

As hidrolases identificadas como esterases podem contribuir na formagao de biofilme e na
regulacdo de respostas adaptativas (Diethmaier et al., 2014). As hidrolases identificadas como
cinases (riboflavina cinase) podem estar envolvidas na sintese de flavina mononucleotideo e
flavina adenina dinucleotideo, sendo importante para o metabolismo energético e para a
manutencao do equilibrio de oxirreducdao (Cimerman et al., 2006). As hidrolases identificadas

como lactamases podem estar envolvidas em processos de resisténcia a antibioticos lactamicos,
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porém naturalmente M. hyopneumoniae ndo é suscetivel a antibioticos lactamicos, sugerindo que
essa proteina possa desempenhar outras funcdes na célula ou tenha permanecido como um
artefato da histéria evolutiva, ou ainda tenha sido integrada ao genoma a partir de transferéncia
horizontal (Sirand-Pugnet et al., 2007; Wang et al., 2014; Chernov et al., 2018). As hidrolases
identificadas como helicases podem atuar em quase todos os aspectos do metabolismo dos acidos
nucléicos, como reparo do DNA e replicacdo de plasmideos especificos (Estevao et al., 2013).

As oxirredutases identificadas (alcool desidrogenases e proteinas de choque térmico)
podem contribuir para a manutencdo do equilibrio de oxirreducao da bactéria e na reducao do
estresse oxidativo de M. hyopneumoniae (Machado et al., 2009; Paes et al., 2019). As
oxirredutases podem estar associadas a viruléncia por serem importantes para a sobrevivéncia de
M. hyopneumoniae devido a producdo de espécies reativas de oxigénio pelo proprio micoplasma
(enddégeno), quanto pela producdo do hospedeiro (exdgeno) (Vilei and Frey, 2001; Schafer et al.,
2007; Deblanc et al., 2013; Ferrarini et al., 2016). Interessantemente, varias proteinas de
relacionadas a manutencdo do equilibrio de oxirredu¢do foram mais abundantes em M.
hyopneumoniae 7448 em comparagdo a M. hyopneumoniae J e M. flocculare (Paes et al., 2018;
Paes et al., 2019).

As liases, isomerases e ligases identificadas podem desempenhar uma diversidade de
funcdes em M. hyopneumoniae. Dentre as proteinas foram encontradas proteinas que podem
atuar na sintese de acidos ribonucleicos (RNA), metabolismo de glicerol, sintese de componentes
da membrana plasmatica e na resisténcia a antimicrobianos (Staubitz et al., 2004).

As transferases identificadas (DNA-polimerases, RNA-polimerases, metiltransferases e
fosfotransferase) podem atuar na sintese de RNA e DNA, e na metilacio do DNA. De maneira
que contribuem na manutencao e regulacdo da transcri¢ao génica, traducdo de RNA e nos niveis
de expressdo de proteinas. As transferases identificadas como fosfotransferases, as quais
catalisam a fosforilacdo de acticares, também podem atuar no metabolismo da glicose, regulando
a homeostase de glicose em M. hyopneumoniae (Halbedel et al., 2004).

Além das enzimas com capacidade de regular a expressao géenica, também foi identificada
proteina reguladora do término da transcrigao: a proteina Rho, até entdao ndo anotada no genoma
de M. hyopneumoniae. A identificacdo desta proteina em M. hyopneumoniae é interessante do

ponto de vista da regulacdo do término da transcricao, uma vez que este micoplasma apresenta
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terminadores transcricionais intrinsecos atipicos (Fritsch et al., 2015). Curiosamente foram
encontradas proteinas relacionadas a traducdo diferencialmente representadas em M.
hyopneumoniae 7448 em comparacao a M. hyopneumoniae J e M. flocculare em condic¢oes de
estresse oxidativo e condicdes de controle (Paes et al., 2019). A traducdo incorreta tem sido
demonstrada como uma estratégia bacteriana para superar a morte celular causada pelo estresse
oxidativo e, como a traducdo incorreta € comum em micoplasmas, a sobrerrepresentacao de
proteinas relacionadas a traducdo apos a exposicao ao peroxido de hidrogénio é sugestiva de seu
envolvimento em mecanismos que resistem ao estresse oxidativo.

Os transportadores identificados (transportadores ABC, transportadores MFS, pré-
proteina translocase SecG e proteina extrusora de toxinas) atuam no transporte de ions, peptideos
e acucares. Os transportadores de membrana desempenham um importante via no metabolismo
da célula, importantes para a sobrevivéncia e colonizacdo de M. hyopneumoniae, sendo indicados
como potenciais fatores de viruléncia em M. hyopneumoniae (Paes et al., 2017; Paes et al., 2019).
Os transportadores de membrana sdao fundamentais para a formacgdo de biofilme, na viruléncia e
na resisténcia a antimicrobianos (Garmory and Titball, 2004; Kim et al., 2009). As proteinas com
funcdo de transporte de membrana tém abundancia diferencial em relagcdo as suas ortdlogas em
M. hyepneumoniae J e M. flocculare, sendo sobrerepresentadas na bactéria patogénica (Paes et
al., 2018).

A predicdo de associacao a viruléncia foi realizada para todas as 277 proteinas, destas,
255 (92%) proteinas foram associadas a viruléncia pelos programas VirulentPred e VFDB. A
predicao de citotoxicidade, alergénicidade e similaridade com proteinas de resisténcia a
antibioticos ndo foram utilizadas para determinacdo de associacdo a viruléncia, mas forneceram
informacoes complementares que ajudaram a elucidar as possiveis funcdes e associacoes das
proteinas de M. hyopneumoniae. A fim de melhorar a predicdo de associacdo a viruléncia e deixar
ela mais acurada seria indicado a utilizagdo da referéncia de escores de proteinas ja consideradas
patogénicas em M. hyopneumoniae, para calibrar os programas e evitar falsos positivos, visto que
a patogenicidade de micoplasma ndo é causada por toxinas bacterianas classicas (Shahbaaz et al.,
2015).

Os dados de anotacao funcional e predicdao de associacdo a viruléncia foram utilizados

para selecionar uma proteina de M. hyopneumoniae previamente considerada de funcao
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desconhecida para ensaios de caracterizacdo funcional e imunoldgica. Os critérios para a selecao
foram (i) anotacdo funcional; (ii) predicdo de associacdo a viruléncia; a (iii) abundancia
diferencial em relacdo a proteinas ortologas de M. hyopneumoniae J e M. flocculare. A partir de
todas as predicOes das proteinas, o primeiro critério de selecdo diminui a um conjunto de 115
proteinas anotadas funcionalmente com predicdo de localizacdo subcelular e funcdo, o segundo
critério restringiu essas proteinas a um conjunto de 101 proteinas também associadas a viruléncia,
e o terceiro critério foi o que eliminou a maioria das proteinas, visto que a maioria (91 proteinas)
ndo apresentavam expressdo diferencial entre M. hyopneumoniae 7448 e suas contrapartes nao
patogénicas (M. hyopneumoniae J e M. flocculare)

A selecdo inicial das proteinas-alvo para caracterizacdo funcional e imunol6gica resultou
em 10 proteinas, as quais apresentam diferentes funcdes, desde enzimas envolvidas na replicacao
e oxirreducdo, assim como proteinas envolvidas com transporte transmembrana, e proteinas com
ortologia a proteinas classificadas como fatores de viruléncia com outras bactérias. As proteinas-
alvo apresentaram funcdes relacionadas por Paes et al. (2018) a viruléncia, como proteinas
envolvidas no transporte transmembrana e proteinas que atuam na manutencao do equilibrio de
oxirreducao.

A proteina codificada por Mhp7448 0148 foi escolhida dentre as proteinas-alvo
selecionadas, para ser caracterizada funcional e imunologicamente no presente estudo. A proteina
foi predita com dominio funcional de uma proteina de choque térmico de 33 kDa, a qual esta
relacionada a manutencdao do equilibrio de oxirreducdo. Esta proteina foi escolhida por ser
sobrerrepresentada em M. hyopneumoniae em relacdo a sua ortéloga de M. flocculare, além de ter
sido exclusivamente identificada nos repertorios proteicos de M. hyopneumoniae 7448 em
comparacdo M. hyopneumoniae J, em condicOes de estresse oxidativo e térmico (Paes et al.,
2018; Paes et al., 2019). Estes resultados sugerem que essa proteina atua na protecdo de M.
hyopneumoniae 7448 em situacdes de estresse, contribuindo para a sobrevivéncia da bactéria e
para o estabelecimento da infec¢do no hospedeiro suino.

Para a realizacdo dos ensaios de caracterizacao funcional e imunoldgica, a proteina
Mhp7448_0148 foi produzida na versdao recombinante em E. coli. A proteina rMhp7448_0148
apresentou o mesmo nivel de expressao em todos os tempos de inducdo e concentracées de IPTG

testados. Desta maneira, o tempo escolhido para a expressdao da rMhp7448_0148 foi o menor

38



tempo (3 h) de indugdo e a menor concentracao de IPTG (0,1 mM) testada. A expressao em E.
coli BL21 Star (DE3) obteve maior rendimento da rMhp7448_0148 em relacao aos cultivos de E.
coli BL21 pLysE, E. coli BL21 c6don Plus RP, e E. coli BL21 cédon Plus Ril. Assim, expressao
mais eficiente da rMhp7448_0148 foi realizada em E. coli BL21 Star (DE3) com 0,1 mM de
IPTG por 3 h.

Apesar das condicOes de expressao apresentarem um bom rendimento, a maior quantidade
da proteina ficou na fracao insoluvel, indicando que a rMhp7448_0148 é insoltvel nas condicoes
de expressao testadas. Por isso, diferentes protocolos de solubilizacdo da proteina foram testados.
A adicdo de detergentes para solubilizacdo se mostrou eficiente para solubilizacdao da proteina,
mas impediu a obten¢do da proteina recombinante na forma purificada. A rMhp7448 apresentou
uma forte aderéncia a resina utilizada para a cromatografia de afinidade, mesmo em altas
concentracoes de imidazol (100 mM — 500 mM), impedindo o processo de purificagdo. Como
alternativa a temperatura de inducao foi diminuida da 28°C, a fim de evitar a insolubilidade da
rMhp7448_0148 pela formacdo de agregados devido aos altos niveis de expressdo da
rMhp7448_0148 (Rosano and Ceccarelli, 2014). A solubilizacdo da rMhp7448_0148 foi
realizada com ureia e hidrocloreto de guanidina (Singh et al., 2015). A solubilizacdo com ureia e
hidrocloreto de guanidina apresentou um maior rendimento da rMhp7448_0148 em relacao a
solubilizacdo com sarcosil. Porém a desvantagem da solubilizacdao com ureia e hidrocloreto é que
esses agentes desnaturam a proteina. O processo de renaturacdo da rMhp7448_0148 foi realizado
utilizando gradientes com concentragdes decrescentes de ureia. Entretanto, a proteina ndo pode
ser purificada na condicao nativa devido a forte aderéncia com a resina. A purificacao da proteina
s0 pode ser realizada em condi¢des desnaturantes, como o uso de tampao PBS 1X contendo 0,1%
SDS e eluicdao a 100°C por 1 min. Nestas condicoes, o rendimento da rMhp7448_0148 purificada
foi de 0,2 mg a partir de 100 ml de cultivo.

A rMhp7448_0148 foi produzida em E. coli e purificada na forma desnaturada. A
rMhp7448_0148 desnaturada pode ser usada para a realizacdo de ensaios de caracterizacao
imunoldgica, mas nao pode ser caracterizada funcionalmente. Por isso, a proteina desnaturada
sera inicialmente utilizada para ensaios de caracterizagdo imunoldgica. Os ensaios funcionais
poderdo ser realizados a partir da padronizacdo da producao e purificacdo da rMhp7448_0148 na

forma nativa. Como perspectivas do presente estudo se elenca a producdo da rMhp7448_0148 na
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forma nativa para a realizacdo de ensaios funcionais. Além da proteina escolhida para a producao
no presente estudo, ainda permanecem 9 proteinas-alvo selecionadas para a sua caracterizacao
funcional e imunolégica. Ainda 20% das proteinas codificadas no genoma de M. hyopneumoniae
7448 permanecem sem funcdo predita, de maneira que novas analises in silico sdo necessarias

para a identificacdo e descricdo de novos potenciais determinantes de patogenicidade.
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6. PERSPECTIVAS

As perspectivas do presente estudo sdo a anotacao funcional das CDSs ainda anotadas
como de fungdo desconhecida no genoma de M. hyopneumoniae, e a caracterizagdo imunoldgica
e funcional da rMhp7448_0148. A anotacdo funcional das CDSs de funcdo desconhecida do
genoma de M. hyopneumoniae 7448 é ainda necessaria, visto que apesar dos esfor¢os do presente
estudo, cerca de 20% das CDSs continuam sem anotacdo funcional. Para tanto sera realizado o
refinamento das analises e novas estratégias de predicdo serdo utilizadas. A caracterizacdao
imunolégica da rMhp7448_0148 sera realizada por ensaios para avaliagdo da imunogenicidade e
antigenicidade, os quais podem ser realizados com a proteina na forma desnaturada. A
imunogenicidade sera avaliada a partir da resposta humoral e celular induzida em camundongos,
e a antigenicidade com soros de suinos infectados com M. hyopneumoniae. Visto que a
rMhp7448_0148 foi produzida na forma desnaturada, é necessario a producao da proteina na
forma nativa, para realizacdo dos ensaios funcionais para avaliagdo da possivel atividade de

chaperona.
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