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RESUMO

Mycoplasma  hyopneumoniae,  como  um  micoplasma  típico,  é  um  dos  menores  organismos

autorreplicantes de vida livre, com ausência de parede celular e um genoma de tamanho reduzido.

Esta  bactéria  habita  o  trato  respiratório  de  suínos,  sendo  o  agente  etiológico  da  pneumonia

enzoótica suína, doença crônica que gera perdas econômicas significativas à indústria de suínos

em  todo  mundo.  O  genoma  de  M.  hyopneumoniae 7448  tem  695  sequências  de  ácido

desoxirribonucleico (DNA) codificadoras,  sendo que 277 delas são codificadoras de proteínas

não-caracterizadas ou hipotéticas. As proteínas não-caracterizadas e hipotéticas constituem um

grupo de proteínas de função desconhecida, o qual pode incluir fatores de virulência ainda não

identificados  e  descritos.  O objetivo  geral  deste  estudo  foi  realizar  a  anotação  funcional  de

proteínas de função desconhecida codificadas no genoma de  M. hyopneumoniae 7448, para a

identificação  de  novos  potenciais  determinantes  de  patogenicidade  da  pneumonia  enzoótica

suína. Para isso, foram realizadas análises para a predição de localização subcelular, de função

molecular  e  de  associação  a  virulência  para  as  277  proteínas  anotadas  como  de  função

desconhecida  e  codificadas  no  genoma de  M. hyopneumoniae 7448.  No total,  115 proteínas

foram anotadas funcionalmente, das quais 101 foram preditas como associadas a virulência. A

maioria  das  proteínas  foram anotadas  como enzimas,  transportadores  de  membrana ou como

proteínas  associadas  à  expressão  gênica.  A  partir  destes  resultados,  dez  proteínas  foram

selecionadas  como potenciais  alvos para caracterização funcional e imunológica.  Dentre estes

potenciais  alvos,  a  proteína  Mhp7448_0148  foi  selecionada  para  produção  da  sua  versão

recombinante  (rMhp7448_0148)  e  posterior  caracterização  funcional  e  imunológica.  Esta

proteína foi predita como uma chaperona,  contendo o domínio funcional  de uma proteína de

choque térmico de 33 kDa (hsp33).  A rMhp7448_0148 foi  produzida  em  Escherichia coli e

purificada na forma desnaturada. Por isso, a proteína desnaturada será inicialmente utilizada para

ensaios de caracterização imunológica. Os ensaios funcionais poderão ser realizados a partir da

padronização da produção e purificação da rMhp7448_0148 na forma nativa.

Palavras-chave: Mycoplasma hyopneumoniae, anotação funcional, virulência, proteína 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. INTRODUÇÃO

1.1 Características gerais e evolução de bactérias do gênero Mycoplasma

Mycoplasma  é  um  gênero  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  está  relacionada  a  bactérias  Gram-positivas  com  baixo

conteúdo G + C, as quais passaram por um processo de evolução regressiva, com redução do

genoma, há cerca de 605 milhões de anos  (Sirand-Pugnet et al., 2007). A diminuição do genoma

dos  molicutes  ocorreu  pela  perda  de  genes  não essenciais,  tendo as  características  genéticas

semelhantes (conservadas) às de seus ancestrais. A maioria das perdas genéticas maciças ocorreu

em um estágio inicial deste processo evolutivo, mas, sendo as espécies de molicutes parasitas ou

comensais,  a co-evolução com seus hospedeiros também contribui  para moldar a composição

gênica dos genomas dessas bactérias.

Os molicutes tem um pequeno tamanho celular (0,2 – 0,4 µm de diâmetro), ausência de

uma parede celular, um genoma de tamanho reduzido (600 kb à 2200 kb) e vias metabólicas

simplificadas (Sirand-Pugnet et al., 2007). A maioria dos mollicutes são patogênicos, podendo

infectar  seres  humanos,  animais  e  plantas.  Relativamente  pouco  se  sabe  sobre  os  genes

relacionados  a  sua  patogenicidade  e  virulência.  Os  genomas  de  espécies  de  molicutes  não

apresentam uma organização geral (distribuição de G + C, polarização e organização gênica)

semelhante, nem apresentam sintenia (blocos de genes conservados em conjuntos ordenados ao

longo do cromossomo). Além disso, a perda contínua de genes pode ser observada comparando

conjuntos de genes dentro de cada ramo filogenético dos molicutes.

Os  micoplasmas  são  pleomórficos,  tem um códon  universal  de  parada  (códon  UGA)

convertido para códon de triptofano e são hospedeiro-específicas. Os micoplasmas são incapazes

de sintetizarem ácidos 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 regiões com ordem gênica conservada

entre  suas  linhagens,  e  com  espécies  estreitamente  relacionadas.  As  espécies  do  gênero

Mycoplasma (micoplasmas) pertencem predominantemente a família Mycoplasmataceae, a qual

está dividida em seis clados: bovis (Mycoplasma agalactie,  Mycoplasma bovis e  Mycoplasma

12



fermentans),  hominis  (Mycoplasma  hominis e  Mycoplasma  arthritidis),  hyopneumoniae

(Mycoplasma  hyorhinis,  Mycoplasma  conjunctivae,  Mycoplasma  flocculare e  M.

hyopneumoniae),  micoplasma  hematrófico  (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).

Figura 1: Árvore filogenética da família Mycoplasmataceae. História evolutiva de micoplasmas representada em

uma árvore fiogenética obtida por abordagem filogenômica (Siqueira et al., 2013).

1.2 Mycoplasma hyopneumoniae e a pneumonia enzoótica suína

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 respiratório de suínos, sendo o agente etiológico da pneumonia enzoótica suína
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(PES) (Razin et al.,  1998; Sirand-Pugnet et al.,  2007).  M. flocculare e  M. hyorhinis habitam

também o trato respiratório de suínos, porém são espécies comensais.

M. hyopneumoniae se  adere  ao  epitélio  ciliado  da  traqueia,  brônquios  e  bronquíolos,

causando ciliostose (Maes et al., 2018). A bactéria é também capaz de evasão imunológica, por

modulação  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 órgãos internos e persistir dentro do hospedeiro sem causar doença.

A PES é  uma doença  crônica  respiratória  de  ocorrência  mundial,  que  causa  grandes

perdas econômicas aos produtores de suínos, pois reduz o ganho médio de massa dos porcos e

aumenta quantidade de antimicrobianos utilizados (Maes et al., 2018). Rebanhos de suínos com

PES apresentam alta morbidade, baixa mortalidade, tosse crônica e retardo no crescimento. A

resposta imunológica do hospedeiro é considerada a principal causa de lesões pulmonares.

A  infecção  pulmonar  do  suíno  por  M.  hyopneumoniae oportuniza  ainda  infecções

secundárias por outras bactérias, como Pasteurella multocida, Actinobacillus pleuropneumoniae

e Bordetella bronchiseptica, e vírus, como o circovirus porcino e o vírus da síndrome reprodutiva

e respiratória porcina (PRRSV) (Maes et al., 2018). Além de prolongar e aumentar a gravidade

da PRRSV, assim como agravar as lesões pulmonares e linfoides associadas ao circovírus suíno

tipo 2. A PRRSV causa anorexia, tosse, e em fêmeas gestantes causa abortos e/ou nascimentos

precoces, e causa grande perda aos rebanhos infectados.

O diagnóstico da PES pode ser realizado por isolamento de M. hyopneumoniae, porém a

multiplicação lenta e a multiplicação de outras bactérias dificultam seu isolamento (Maes et al.,

2018). Também existem técnicas de diagnóstico baseadas em imuno-histoquímica, hibridização

in situ e reação em cadeia da DNA polimerase (PCR), sendo atualmente a PCR em tempo real um

dos métodos mais comuns, pois aumenta a detecção em diferentes tipos de amostras e apresenta

alta sensibilidade e especificidade. O diagnóstico a partir de anticorpos contra M. hyopneumoniae

é realizado por testes de ensaio de imunoabsorção enzimática (ELISA), tendo como desvantagem

a não discriminação da origem do anticorpo, se de suínos vacinados ou com infecção aguda, além

de uma incapacidade de detecção de anticorpos contra M. hyopneumoniae com infecção crônica.
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1. 3 Controle de infecções por M. hyopneumoniae

As  tetraciclinas,  macrólidos,  licosaminas,  pleuromucotilinas,  fluoroquinolonas,

florfenicol,  aminoglicosídeos  e  aminociclitóis  são  antimicrobianos  eficientes  contra  M.

hyopneumoniae (Chernov et  al.,  2018).  Por  carecer  de  parede  celular,  M. hyopneumoniae é

naturalmente  resistente  a  antimicrobianos  que interferem na polimerização  da parede  celular.

Além disso, já foi registrada também resistência adquirida a alguns outros antimicrobianos, como

as tetraciclinas. A maioria dos antimicrobianos testados em suínos contra  M. hyopneumoniae,

diminuíram as lesões pulmonares e os sinais clínicos da PES (Maes et al., 2018). Porém a PES

tende  a  ressurgir  após  o  fim do período de  tratamento  com antimicrobianos,  pois  diferentes

linhagens com diferentes suscetibilidades aos antimicrobianos podem coexistir em um rebanho

(Chernov et al., 2018).

A vacinação contra  M. hyopneumoniae é realizada principalmente com bacterinas,  que

são constituídas por células de  M. hyopneumoniae inativadas ou atenuadas (Tao et al., 2019).

Atualmente, as vacinas comerciais oferecem apenas proteção parcial, tendo um efeito limitado no

controle  da  transmissão  e  incapacidade  de  impedir  a  colonização.  A  maioria  das  bacterinas

comerciais  é  baseada  na  linhagem J  de  M. hyopneumoniae,  a  qual  é  classificada  como uma

linhagem não patogênica  (Matthijs et  al.,  2019).  Os principais  efeitos  da vacinação são uma

redução nos sintomas clínicos, lesões pulmonares, uso de medicamentos e perdas de desempenho.

Esses efeitos podem variar entre os rebanhos de suínos, o que pode ser parcialmente explicado

por diferenças antigênicas e patogênicas entre as linhagens presentes no rebanhos e as linhagens

utilizadas na formulação das vacinas (Pieters et al., 2010).

Embora,  a  vacinação  contra  M.  hyopneumoniae seja  baseada  em  bacterinas,  alguns

antígenos  como proteínas  de superfície  e  adesinas  já  foram caracterizados  imunologicamente

(Mointinho-Silva  et al., 2012; Simionatto et al., 2013; Tao et al., 2019). Porém a maioria das

proteínas  recombinantes  foi  avaliada  apenas  em camundongos,  e  poucas  testadas  em suínos

(Maes et al., 2018). As vacinas com proteínas recombinantes com base em um único antígeno são

pouco imunogênicas, porém novos adjuvantes vêm aumentando significativamente seu potencial

imunogênico  (Virginio  et  al.,  2014).  As vacinas com proteínas  recombinantes  compostas  por

múltiplos antígenos apresentam uma vantagem substancial na imunogenicidade em comparação

as  vacinas  comerciais  atuais,  sendo,  no  entretanto,  necessários  mais  testes  em  suínos.  O
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desenvolvimento de vacinas mais efetivas contra  M. hyopneumoniae vem sendo proposto, e as

vacinas com proteínas recombinantes tem se apresentado como uma alternativa viável e eficiente

no seu controle.

1.4 Determinantes de patogenicidade de M. hyopneumoniae

Micoplasmas  em  geral  carecem  de  fatores  de  virulência  clássicos,  como  toxinas

bacterianas (Maes et al., 2018). No caso de  M. hyopneumoniae, a adesão como estágio inicial

para a  colonização bacteriana do epitélio  foi extensamente estudada,  porém o mecanismo de

aderência  aos  cílios  não  está  completamente  elucidado.  Estudos  experimentais  comparativos

confirmaram que adesinas (p97, p216, p102) desempenham um papel importante na virulência e

patogênese (Razin et al., 1998; Pinto et al., 2007; Reolon et al., 2014). No entanto, não existem

fatores  bem  definidos  que  difiram  entre  linhagens  patogênicas  e  não  patogênicas  ou  com

diferentes níveis de virulência de M. hyopneumoniae, nem entre  M. hyopneumomiae e espécies

estreitamente relacionadas,  como  M.  flocculare,  bactéria comensal  que também habita o trato

respiratório de suínos.

Há uma variabilidade de linhagens circulantes nos rebanhos de suíno (Maes et al., 2018).

As  linhagens  de  M.  hyopneumoniae apresentam  diferente  níveis  de  patogenicidade,  sendo

encontradas  linhagens  não  patogênicas  como  a  linhagem  J  e  linhagens  patogênicas  como  a

linhagem 7448. No genoma de M. hyopneumoniae foram identificadas variações repetitivas em

tandem entre proteínas ortólogos nas diversas linhagens (De Castro et al.,  2006). Inserções e

deleções resultam em variações no número de repetições de nucleotídeos em tandem nas regiões

codificadoras, o que é indicativo de um mecanismo molecular que gera variantes funcionais e/ou

antigênicas  nas  proteínas  de  superfície.  O número de  repetições  de  aminoácidos  variam nas

adesinas e outros fatores putativos de virulência ortólogos nas linhagens 7448, 232 e J de  M.

hyopneumoniae (Pinto et al., 2007). Provavelmente a variação nas proteínas de superfície seja um

determinante dos diferentes níveis de patogenicidade de cada linhagem de M. hyopneumoniae.

A análise  comparativa  do  genoma de  M. hyopneumoniae 7448 (patogênica)  e  J  (não

patogênica) revela uma alta similaridade,  em termos de repertório,  distribuição de genes e de

conservação de sequências entre genes ortólogos (Vasconcelos, A. T. et al., 2005; Siqueira et al.,

2013).  A genômica  comparativa  não correlacionou  os  fatores  determinantes  da  virulência  as
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diferenças  de  patogenicidade  das  linhagens  analisadas.  A  presença  de  genes  ortólogos

codificadores  de  proteínas  determinantes  de  patogenicidade  (fatores  de  virulência)  tanto  em

linhagens  patogênicas  como  em  não  patogênicas  sugere  que  a  patogenicidade  e  virulência

diferenciais depende de diferenças em nível de expressão gênica e/ou processo pós-traducionais,

como processamento proteolítico e/ou secreção destes fatores (Ferrarini et al., 2016; Paes et al.,

2018).

1.5 Genômica estrutural e funcional de M. hyopneumoniae

O genoma de dez linhagens de M. hyopneumoniae foram sequenciados completamente (J,

KM014, 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 conteúdo  G+C

compondo cerca de 28% dos genomas. As sequências de DNA codificadoras (CDSs) entre as

linhagens de M. hyopneumoniae variam de 526 (linhagem KM014) a 695 (linhagem 7448) (Han

et al., 2017; Paes et al., 2018).

M.  hyoneumoniae 7448  é  uma  das  linhagens  patogênicas  com  genoma  totalmente

sequenciado, isolada de um suíno infectado em Santa Catarina, Brasil (Vasconcelos, A. T. et al.,

2005). O genoma dessa linhagem tem 920.079 pares de base, 28,5% de conteúdo G+C e um total

de 695 CDSs. Sendo que dessas 695 CDS, 418 (60%) são anotadas funcionalmente.

A validação experimental do proteoma predito de  M. hyopneumoniae 7448 foi possível

para 344 CDSs por espectrometria de massas (Siqueira et al., 2013; Paes et al., 2017; Paes et al.,

2018).  No  entanto,  algumas  proteínas  mesmo  validadas  experimentalmente  continuam  sem

anotação funcional, e somando a proteínas hipotéticas (sem validação experimental)  totalizam

277 proteínas de função desconhecida codificadas pelas CDSs de M. hyopneumoniae 7448.

M.  hyopneumoniae 7448  compartilha  cerca  de  70%  das  proteínas  identificadas  por

proteômica  com  M.  hyopneumoniae J  e  M.  flocculare,  revelando  diferenças  qualitativas  e

quantitativas nos repertórios proteicos destas bactérias (Leal et al., 2016; Paes et al., 2017; Paes

et  al.,  2018;  Paes et  al.,  2019).  As  proteínas  diferencialmente  abundantes  entre  M.

hyopneumoniae 7448 e suas contrapartes não patogênicas foram consideradas como fatores de

virulência  de  M.  hyopneumoniae.  Dentre  os  potenciais  fatores  de  virulência  estão  adesinas,

proteases, proteínas de equilíbrio redox e transportadores de membrana. Os fatores de virulência
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em  M.  hyopneumoniae 7448  podem atuar  em  mecanismos  alternativos  de  sobrevivência  da

bactéria em condições de estresse oxidativo e térmico (Ferrarini et al., 2016; Galvão Ferrarini et

al., 2018). Proteínas de função desconhecida também foram relacionadas a resposta ao estresse

oxidativo e térmico, porém sua atuação na resposta ao estresse bacteriano e na patogenicidade

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

1.6 Justificativas

Muitas das vias metabólicas em M. hyopneumoniae permanecem desconhecidas, fazendo

com que processos biológicos essenciais para a sobrevivência e colonização do trato respiratório

de suínos não  estejam completamente  elucidados. A atuação diferencial de mecanismos e vias

metabólicas  nos  processos  biológicos  entre  as  contrapartes  não  patogênicas  de  M.

hyopneumoniae  (M.  hyopneumoniae J  e  M.  flocculare)  pode  estar  relacionada  ao  nível  de

virulência  variado  entre  elas.  A elucidação  dos  mecanismos  moleculares,  vias  metabólicas  e

processos biológicos é dificultada por uma ausência de anotação funcional de grande parte das

CDSs de  M. hyopneumoniae.  A anotação funcional das CDSs de função desconhecida de  M.

hyopneumoniae pode permitir o descobrimento dos processos biológicos de M. hyopneumoniae

os quais podem estar associados a virulência.

Apesar de todos os esforços até o presente momento para a anotação do genoma de M.

hyopneumoniae 7448, ainda restam 277 CDSs de função desconhecida no genoma, cerca de 40%

das  695  CDSs.  A  grande  proporção  de  CDSs  de  proteínas  de  função  desconhecida  de  M.

hyopneumoniae sugere  que  estas  possam constituir  um importante  reservatório  de  potenciais

fatores de virulência ainda não identificados nem caracterizados. Desta forma, são necessárias

ainda análises abrangentes para complementação da anotação funcional dessas CDSs. 

A complementação da anotação funcional  pode ser realizada  por análise  in  silico das

CDSs com base em comparações e buscas em bancos de dados atualizados. Essa abordagem é

capaz de fornecer uma maneira eficiente de predição, assim como realizado para proteínas de

função desconhecida  de  M. pneumoniae (Shahbaaz  et  al.,  2015)  e  algumas  linhagens  de  M.

hyopneumoniae (Li et al., 2019). A partir de predições in silico, novos estudos de caracterização

funcional  e/ou  imunológica  de  proteínas  de  função  desconhecida  poderão  ser  realizados,

permitindo  a  identificação  de  possíveis  novos  determinantes  de  patogenicidade  de  M.
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hyopneumoniae.  A  fim  de  complementar  esse  conhecimento  atualmente  fragmentário,  são

necessárias  anotações  precisas  de  proteínas  de  função  desconhecida.  A  identificação  e

caracterização dos produtos destas CDSs atualmente de função desconhecidas poderá também

proporcionará novos alvos para o desenvolvimento de testes diagnósticos, testes de virulência

diferencial entre as linhagens, fármacos e/ou vacinas.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Este estudo teve como objetivo geral a anotação funcional do repertório de proteínas de

função desconhecida codificadas no genoma de  M. hyopneumoniae 7448, para identificação e

caracterização de novos potenciais determinantes de patogenicidade da PES.

2.2 Objetivos específicos

I - Anotação in silico de proteínas ainda classificadas como de função desconhecida no proteoma

predito de M. hyopenumoniae 7448.

II  -  Identificação  de  proteínas  de  função  desconhecida  de  M.  hyopneumoniae 7448

potencialmente relacionadas à virulência.

III - Seleção de potenciais novos determinantes de patogenicidade de M. hyopeumoniae.

IV - Clonagem e expressão de uma sequência de DNA codificadora (CDS) de uma proteína de

função desconhecida potencialmente relacionada com a determinação de patogenicidade de  M.

hyopneumoniae 7448 para produção da proteína recombinante correspondente.

V - Caracterização funcional e imunológica da proteína recombinante produzida.
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3. MATERIAIS E MÉTODOS

3.1 Análises in silico das sequências de aminoácidos de proteínas

Os dados referentes às sequências deduzidas de aminoácidos de proteínas codificadas no

genoma  de  M.  hyopneumoniae 7448  foram  obtidos  na  base  de  dados  do  Uniprot

(http://www.uniprot.org/  )  .  Foram  recuperadas  277  sequências  deduzidas  de  aminoácidos,

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

3.1.1 Predições para anotação funcional

Predições funcionais in silico foram realizadas para todas as 277 proteínas anotadas como

de função desconhecida no genoma de  M. hyopneumoniae 7448. Utilizando uma variedade de

ferramentas  computacionais  foram realizadas  predições  de  localização  subcelular,  de  vias  de

secreção e de função.

3.1.1.1 Predições de localização subcelular

A predição de localização subcelular foi realizada utilizando os programas PSORTb (Yu

et  al.,  2010),  PSLpred  (Bhasin et  al.,  2005)  e  LOCTree3  (Goldberg et  al.,  2014),  os  quais

classificam as proteínas como localizadas no citoplasma,  na membrana plasmática,  na parede

celular, na fração extracelular ou em compartimento desconhecido. A fim de melhor suportar as

predições  realizadas  pelos  programas  de  predição  de  localização  subcelular,  a  presença  de

domínios transmembrana foi verificada pelos programas HMMTOP (Tusnády and Simon, 2001),

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

3.1.1.2 Predições de vias de secreção

Das 277 proteínas analisadas na Seção 3.1.1.1, as proteínas preditas como localizadas na

fração extracelular foram submetidas à predição das vias de secreção (secreção clássica ou não

clássica), utilizando os programas SignalP (Emanuelsson et al., 2007), Phobius (Käll et al., 2007)

e SecretomeP (Bendtsen et al., 2005).
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3.1.1.3 Predições de função baseadas em ortologia

3.1.1.3.1 Classificação funcional por ontologia gênica

A classificação  funcional  das  proteínas  por  ontologia  gênica  (GO)  foi  realizada  pelo

programa BLAST2GO (Conesa et al., 2005), baseado no alinhamento com o algoritmo BLAST

com sequências depositadas em diversos bancos de dados biológicos com sequências proteicas

não redundantes (CDS traduzidas do GenBank, PDB, SwissProt, PIR e PRF). Dentre as proteínas

com ortólogos identificados e GO anotada, foram selecionadas as proteínas classificadas dentro

da categoria de função molecular.

3.1.3.2 Classificação funcional por domínios e motivos funcionais

Os  domínios  funcionais  foram  preditos  usando  vários  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  predição  de  famílias  de

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

3.1.2. Predições de associação à virulência

As proteínas foram analisadas quanto a potenciais associações a virulência utilizando a

ferramenta VirulentPred (Garg and Gupta, 2008), a qual utiliza os métodos baseados em máquina

de vetores de suporte (SVM) para identificar fatores de virulência bacterianos putativos. Além

disso,  estas  proteínas  foram analisadas  utilizando  o  banco de  dados de  fatores  de  virulência

(VFDB)  (Chen et  al.,  2005).  O  potencial  citotóxico  das  proteínas  foi  aferido  utilizando  os

programas  BTXPred  (Saha  and  Raghava,  2007),  e  DBETH  (Chakraborty et  al.,  2012).  O

potencial  alergênico  foi  aferido  pelo  programa  AlgPred  (Saha  and  Raghava,  2006).  Para

complementar  a predição de fatores  de virulência,  foi  realizada  a busca de similaridade  com

genes  (e  seus  produtos)  de  resistência  a  antibióticos  no  banco  de  dados  CARD

(https://card.mcmaster.ca).
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3.2 Seleção de potenciais fatores de virulência para caracterização funcional e imunológica

Os resultados das predições in silico foram utilizados para a seleção de proteínas-alvo de

interesse  para  caracterização  funcional  e  imunológica.  Dentre  as  277  proteínas  de  função

desconhecida analisadas in silico, foram então selecionadas as proteínas que tiveram: (i) anotação

funcional;  (ii) predição de associação a virulência; a (iii) abundância diferencial  em relação a

proteínas ortólogas de M. hyopneumoniae J e M. flocculare.

Adicionalmente,  foram  preditas  as  propriedades  físico-químicas  das  proteínas

selecionadas  de  interesse  utilizando  o  software  EXPASY’s  PROTPARAM

(https://web.expasy.org/protparam).  Uma  das  proteínas  selecionadas  para  caracterização

funcional e imunológica foi escolhida para ser produzida no presente estudo, tendo como critério

a  relação  com função  potencialmente  vital  para  M.  hyopneumoniae.  O  clone  plasmidial  foi

produzido a partir da síntese química da CDS de interesse e clonagem no vetor de expressão

pET-15b (GeneOne) digerido com as enzimas NdeI e XhoI.

3.3 Produção da proteína recombinante de interesse

3.3.1. Expressão heteróloga em Escherichia coli

As células de  E. coli BL21 (DE3) pLysE,  E. coli  BL21 (DE3) códon Plus RP,  E. coli

BL21 (DE3) códon 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 ágar, com concentrações de 50 µg/mL de ampicilina e 34 µg/mL de

cloranfenicol.  As  linhagens  de  E.  coli utilizadas  tem  resistência  a  cloranfenicol  e  o  clone

plasmidial, por causa do vetor pET-15b, confere resistência a ampicilina.

As linhagens de E. coli transformantes foram cultivadas a 37°C até atingirem a densidade

óptica de 0,7. A expressão da proteína recombinante foi realizada nas diferentes linhagens de E.

coli transformantes,  utilizando  0,1  mM,  0,5  mM  e  1  mM  de  isopropil-β-D-1-

tiogalactopiranosídeo (IPTG) durante 3 h, 6 h, e 12 h de indução, à 37ºC. A ausência de IPTG foi

utilizada como controle negativo da expressão da proteína recombinante. Os resultados do teste
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de indução foram analisados por eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecilsulfato de

sódio (SDS-PAGE) 12%.

3.3.2 Avaliação de solubilidade e solubilização da proteína recombinante

O teste de solubilidade da proteína recombinante foi realizado com  E.  coli (DE3) Star

induzida a 3h com 0,1 mM de IPTG. Após a indução as células foram lisadas por sonicação e a

fração insolúvel e solúvel foram analisadas por SDS-PAGE 12%.

Após a expressão da proteína recombinante, as células foram submetidas a processos para

solubilização da proteína recombinante. A solubilização foi realizada com N-laurilsarcosina nas

concentrações de 0,3% e 0,5%, e com ureia e hidrocloreto de guanidina conforme as instruções

do  fabricante  (GE  Healthcare  Life  Sciences).  Os  resultados  do  teste  de  solubilidade  foram

analisados por SDS-PAGE 12%.

3.3.3 Purificação da proteína recombinante

A purificação da proteína 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 NiSO4 400 mM e a  fração  solúvel  foi  adicionada.  Os tampões

utilizados na resina foram utilizados conforme as instruções do fabricante.

A eluição da proteína recombinante foi testada com adição de concentrações crescentes de

imidazol e com eluição com tampão PBS 1X SDS 0,1% à 100ºC por 1 min. Os resultados foram

analisados por SDS-PAGE 12%.
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4. RESULTADOS

4.1 Anotação funcional de proteínas de função desconhecida de M. hyopneumoniae 7448

As  277  proteínas  de  função  desconhecida  tiveram  suas  sequências  de  aminoácidos

analisados em diferentes programas de bioinformática para predição de localização subcelular,

predição de função e associação a virulência. Os resultados dos programas foram concatenados

em predições consenso, e assim utilizados para a anotação funcional in silico das proteínas.

A  predição  de  localização  subcelular  classificou  as  proteínas  citoplasmáticas,  de

membrana  plasmática  ou  extracelulares.  Visto  que  micoplasma  carece  de  parede  celular,  as

predições de proteínas periplásmáticas ou de parede celular, foram consideradas como proteínas

extracelulares.  No  total  das  277  proteínas,  239  (86%)  apresentaram  predição  de  localização

subcelular  (Material  suplementar  1).  Assim,  foram  preditas  83  (30%)  proteínas  como

citoplasmáticas,  93  (33,5%)  como  de  membrana  citoplasmática  e  63  (22,5%)  extracelulares

(Figura 2).

As  proteínas  preditas  como extracelulares  foram analisadas  quanto  ao  mecanismo  de

exportação, para tanto foram usados programas que buscaram por peptídeo sinal, relacionado a

via  clássica  de  exportação  de  proteínas  para  o  compartimento  extracelular.  A  partir  desses

resultados  foram concatenados  uma predição  consenso classificadas  entre  exportadas  por  via

clássica, e exportadas por via não-clássica. O mecanismo de exportação foi predito para todas as

proteínas extracelulares, sendo 18 por via clássica e 45 por via não-clássica.
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Figura 2: Número de proteínas de M. hyopneumoniae 7448 com a localização subcelular e vias de secreção das

proteínas  extracelulares  preditas. As  cores  no  gráfico  de  setores  representam  as  diferentes  localizações

subcelulares preditas e/ou ausência de predição. Os números indicam a quantidade de proteínas com a localização

subcelular predita naquele compartimento. A categoria de proteínas preditas como extracelulares foi representada

também por uma barra para diferenciação das diferentes vias de exportação.

A  classificação  funcional  das  proteínas  por  ontologia  gênica  foi  atribuída  aquelas

proteínas  com  função  molecular  predita,  tendo  56  (20%)  proteínas  a  função  molecular

identificada (Material suplementar 2). Algumas proteínas tiveram mais de uma função molecular

predita. As funções moleculares anotadas foram de hidrolases, peptidases, fatores de transcrição,

transportadores  de  membrana,  helicases,  transferases,  nucleases,  ligases,  adesinotrifosfatases

(ATPases), cinases, oxirredutases, isomerases, desidrogenases, aldolases e fatores de transcrição

e tradução.

A classificação funcional das proteínas por domínios foi atribuída aquelas proteínas com

domínios identificados em pelo menos um dos programas de predição, tendo 122 (44%) proteínas

domínios identificados (Material suplementar 3). Algumas proteínas tiveram mais de um domínio

funcional  predito.  Foram  preditos  domínios  funcionais  de  ATPases,  transportadores  de

membrana,  álcool  desidrogenases,  chaperonas,  hidrolases,  esterases,  DNA-metilases,  DNA-

polimerases,  fosfatases,  dinucleotídeo  de  flavina  e  adenina  sintase  (FAD-sintases),  cinases,

laminina, lactamases, transferases, peptidases e fatores de transcrição, ribonucleases e de regiões

ricas em leucina.
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A partir das funções moleculares recuperadas da ontologia gênica de função molecular e

de domínios funcionais, foi possível a classificação de função para um total  de 135 (48,7 %)

proteínas,  sendo que  43 proteínas  tiveram ontologia  gênica  de  função molecular  e  domínios

funcionais identificados, 13 apenas função molecular e 79 apenas domínio funcional (Figura 3).

Figura 3: Número total de proteínas de M. hyopneumoniae 7448 com função predita. O número de proteínas

detectadas exclusivamente em cada metodologia de predição de função ou compartilhadas entre elas são indicadas no

diagrama de Venn.

4.2 Potenciais fatores de virulência

As proteínas foram consideradas como potencialmente associadas a virulência quando a

análise no programa VirulentPred resultou em escore maior que zero, e além da identificação de

homologia com um fator de virulência já descrito pelo programa VFDB. Assim, a proteína foi

considerada um potencial fator de virulência se em ambas as ferramentas (VFDB e VirulentPred)

o resultado tenha sido positivo para associação à virulência. No total das 277 proteínas de  M.

hyopneumoniae 7448  analisadas,  255  (92%)  foram  classificadas  como  potencialmente

relacionadas a virulência (Material suplementar 4) (Figura 4).

O potencial  citotóxico  das  proteínas  aferido  pelo  programa DBETH resultou  em 228

proteínas preditas como tóxicas, e a aferição pelo programa BTXPred resultou na predição de 3

neurotoxinas,  1  endotoxina,  1  exotoxina  e  1  toxina  bacteriana.  O  potencial  alergênico  das

proteínas  aferido  pelo  programa  AlgPred  resultou  em  76  proteínas  alergênicas,  150

potencialmente alergênicas e 51 não alergênicas.  A busca de similaridade com genes (e seus
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produtos) de resistência a antibióticos no banco de dados CARD, resultou na identificação de 245

proteínas com similaridade a proteínas de resistência a antibióticos em outras bactérias.

Figura 4: Números total  de proteínas de  M. hyopneumoniae 7448 com localização subcelular, função e/ou

associação a virulência preditos. O número de proteínas com predições in silico de localização subcelular, função e

associação a virulência indicado no diagrama de Venn.

4.3 Seleção de proteína para caracterização funcional e imunológica.

A  anotação  funcional  in  silico  foi  completa  para  115  proteínas,  destas,  101  foram

potencialmente  associadas  a  virulência  (Material  suplementar  5).  Dentre  estas  proteínas,  10

proteínas, com função importante para a sobrevivência do  M. hyopneumoniae e com proteínas

ortóloga  diferencialmente  abundante  entre  M.  hyopneumoniae e  M.  flocculare,  foram

selecionadas para caracterização funcional e imunológica (Tabela 1).

Tabela 1:  Proteínas  de  M. hyopneumoniae 7448 potencialmente  associadas a virulência selecionadas para

caracterização funcional e imunológica (proteínas-alvo).

UNIPROT Gene Função e/ou Domínio
Massa molecular

(kDa)
Localização
subcelular

Q4A7K1 MHP7448_0522
Lipase

DNA Polimerase
229 Extracelular

Q4A7U0 MHP7448_0431 Ligação a 47 Citoplasma
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fosfatidiletanolamina

Q4A8L7 MHP7448_0148
Proteína de choque térmico 

33
47 Citoplasma

Q4A8E9 MHP7448_0216

Domínio de Ligação a 

Nucleotídeos da Proteína de 

Ligação a Reticulócitos 

Py235

236 Extracelular

Q4A812 MHP7448_0356 Glutamina sintase 60 Extracelular

Q4A752 MHP7448_0675 Chaperona DNA J 102 Citoplasma

Q4A8U8 MHP7448_0064 Helicase 184 Citoplasma

Q4A7I5 MHP7448_0538 Região rica em leucina 37 Extracelular

Q4A7Q2 MHP7448_0470 Transportador ABC 69
Membrana

plasmática

Q4A7B4 MHP7448_0612
Fator de virulência de 

ligação à imunoglobulina G
79 Extracelular

A proteína  relativa  a  CDS Mhp7448_0148 foi  escolhida  para ser  produzida na forma

recombinante (rMhp7448_0148) dentre as proteínas selecionadas para caracterização funcional e

imunológica.  A  Mhp7448_0148  foi  escolhida  por  ser  diferencialmente  representada  em

comparação com sua ortóloga  em  M. flocculare e  M. hyopneumoniae J.  A proteína  da CDS

Mhp7448_0148 tem 411 resíduos  de  aminoácidos,  massa  molecular  aproximada  de  47  kDa,

apresenta  um  domínio  de  proteína  de  coque  térmico  33,  sendo  predita  como  uma  proteína

citoplasmática, mas que experimentalmente já foi também identificada na superfície extracelular.

4.4 Produção da proteína rMhp7448_0148

Analisando comparativamente  as  proteínas  expressas  entre  as  quatro  linhagens,  foram

encontradas diferenças no rendimento da produção 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) alcançou um maior nível de expressão da rMhp7448_0148 em relação a E.

coli BL21 RP (DE3).

A expressão da rMhp7448 foi não diferiu entre as concentrações de IPTG utilizadas e

nem entre os diferentes tempos de indução, comparando as condições de indução de uma mesma
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linhagem. Desta forma, a concentração de 0,1 mM de IPTG e uma indução durante três 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 indução (Figura 5).

Figura  5:  Expressão  da  rMhp7448_0148  em  diferentes  linhagens  de  E.  coli  e  com  diferentes  tempos  de

indução.  Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) 12% com os extratos totais  E. coli induzidas para a

expressão da proteína rMhp7448_0148 à 37ºC. Expressão 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) não 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 níveis de expressão da proteína recombinante em E. coli frequentemente resultam

em agregação das proteínas expressas em corpos de inclusão, tornando a proteína insolúvel. A

maior porção proteica permanece na porção insolúvel por causa da provável formação de corpos

de  inclusão  devido  à  grande  produção.  A  fim  de  aumentar  a  solubilidade  da  proteína

recombinante foram testadas duas temperaturas: 37ºC e 28ºC de indução, sendo que a 28ºC a
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proteína apresentou maior quantidade na fração solúvel. A proteína recombinante foi solubilizada

a partir de corpos de inclusão com desnaturação da enzima. A purificação da rMhp7448_0148

expressa em  E. coli BL21 Star (DE3) foi realizada com a fração solúvel,  pois esta linhagem

apresentou uma maior  quantidade  da proteína  recombinante  na fração solúvel  em relação as

outras linhagens (Figura 6).

Figura 6: Avaliação de solubilidade da rMhp7448_0148. Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) 12%

com marcador  de  massa molecular  (M),  com o extrato  celular  com expressão  a  37ºC da  rMhp7448_0148 não

induzida (1), com extrato celular com expressão da rMhp7448_0148 induzida (2), com fração solúvel (solubilizada

com sarcosil) do extrato celular com expressão da rMhp7448_0148 induzida (3) e fração insolúvel (4).

A  rMhp7448_0148  se  mostrou  ainda  predominantemente  insolúvel  (Figura  6).  A

solubilização da proteína apresentou uma maior quantidade na fração solúvel utilizando ureia e

hidrocloreto  de  guanidina.  A  fim  de  aumentar  a  solubilização  a  temperatura  de  indução  da

proteína recombinante foi realizada a 28ºC.

A purificação da proteína recombinante foi então realizada a partir da fração solúvel do

extrato bacteriano, utilizando ureia para solubilização e lavagens com hidrocloreto de guanidina.

Visto que, nas condições-padrão utilizadas inicialmente a rMhp7448_0148 permanecia ligada à

resina cromatográfica, a sua eluição 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: Avaliação da purificação da rMhp7448_0148. Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) 12%

com marcador de massa molecular (M), primeira eluição (1), segunda eluição (2) e terceira eluição (3) com PBS 1X

SDS 0,1% a 100ºC por 1 min.
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5. DISCUSSÃO

O genoma  de  M.  hyopneumoniae  7448  contém 695  genes,  dos  quais  418  codificam

proteínas anotadas como de função conhecida e 277 proteínas não caracterizadas e/ou hipotéticas

(Vasconcelos,  A. et  al.,  2005).  Interessantemente,  a  proporção  de  genes  codificadores  de

proteínas  de função desconhecida  (~40% do genoma) se mantém em outras linhagens de  M.

hyopneumoniae e em outros micoplasmas do trato respiratório suíno, como M. flocculare e  M.

hyorhinis  (Siqueira et  al.,  2013).  A anotação funcional  do repertório  de proteínas  de função

desconhecida  de  M. hyopneumoniae é  necessária  para  completar  a  informação  biológica  dos

dados genômicos e proteômicos disponíveis, incluindo a identificação de proteínas com função

relevante para a patogenicidade e virulência da bactéria. Neste contexto, este estudo utilizou uma

abordagem  in  silico para  realizar  a  anotação  funcional,  incluído  a  predição  de  associação  a

virulência, do reportório de proteínas de função desconhecida de M. hyopneumoniae.

A anotação funcional das proteínas de função desconhecida de  M. hyopneumoniae foi

obtida  utilizando  diferentes  ferramentas  de  bioinformática  já  validadas  para  Mycoplasma

pneumoniae (Shahbaaz et al., 2015). Estas análises incluíram a predição de localização subcelular

e de funções moleculares baseadas em GO e identificação de domínios funcionais.  O uso de

ferramentas  comparativas  baseadas  em  alinhamentos  como  o  BLAST2GO  e  HMMER  são

frequentemente utilizadas em análises funcionais de produtos gênicos através do reconhecimento

de sequências  homólogas  relacionadas  em diferentes  bancos de dados (Conesa et  al.,  2005).

Além disso, a predição de domínios e motivos proteicos funcionais é considerada a base para a

identificação do papel das proteínas de função desconhecida em diferentes processos biológicos.

Potenciais  fatores  de  virulência  também  foram  preditos  utilizando  diferentes  softwares  que

utilizam de bancos de dados de fatores de virulência bacterianos.

Os dados obtidos a partir dos diferentes softwares e bancos de dados utilizados para a

anotação  funcional  foram  concatenados  para  garantir  a  acurácia  das  predições.  A  anotação

funcional foi considerada completa quando a localização subcelular e a função molecular, seja

por GO ou por predição de domínios  funcionais,  foram preditas.  Assim,  115 (41%) das 277

proteínas anotadas previamente como de função desconhecida foram anotadas funcionalmente

com sucesso.
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Considerando  os  dados  de  localização  subcelular,  239  (86,28%)  proteínas  foram

classificadas  como localizadas  no  citoplasma,  na  superfície  ou  na  fração  extracelular  de  M.

hyopneumoniae. Entretanto, 38 proteínas não tiveram localização subcelular típica definida, uma

vez que houve divergência da localização subcelular indicada entre os programas de predição, e

também pela incapacidade  de discriminação a partir  dos programas de predição de domínios

transmembrana.  Uma única  localização  subcelular  foi  definida  para  cada  uma das  proteínas,

porém  estudos  de  proteômica  já  identificaram  proteínas  em  mais  de  um  compartimento

subcelular (Paes et al., 2018), indicando que estas proteínas podem ser transportadas dentro da

célula. Neste contexto, a predição de localização subcelular permite inferir apenas a localização

subcelular  típica  das  proteínas  e  não  os  diferentes  compartimentos  na  qual  elas  podem  ser

encontradas.  A  predição  de  domínios  transmembrana  auxiliou  na  predição  da  localização

subcelular típica, por diferenciar proteínas citoplasmáticas das de membrana citoplasmática. As

proteínas da membrana citoplasmática e extracelulares chegaram a compor mais da metade das

proteínas  (55,23%).  Foi  demonstrado  que  algumas  proteínas  típicas  do  citoplasma  também

participam ativamente de processos biológicos no ambiente extracelular. Isso não implica que a

função no ambiente extracelular seja idêntica à do ambiente citoplasmático, sendo tais proteínas

multifuncionais  (proteínas  com função  alternativa,  do  inglês  moonlighting  protein),  exibindo

funções  tipicamente  não atribuídas  a  elas  (Khan et  al.,  2014;  Wang et  al.,  2014;  Wang and

Jeffery,  2016).  Algumas  proteínas  com  funções  alternativas  já  foram  caracterizadas  em

micoplasmas, incluindo M. hyopneumoniae (Gründel et al., 2015; Widjaja et al., 2017).

A  função  foi  predita  para  135  proteínas,  outrora  de  função  desconhecida.  Esse

complemento da anotação aumentou a cobertura de genes codificadores de proteínas com função

conhecida no genoma de  M. hyopneumoniae 7448 de 60% para 80%. A combinação de duas

diferentes abordagens na predição de função das proteínas (predição de função molecular e de

domínios funcionais) foi de fundamental importância para expandir o número de proteínas com

função  predita,  assim  como  para  aumentar  a  confiabilidade  dos  dados.  As  proteínas  foram

associadas  há  uma diversidade  de  funções  e  podem ser  divididas  em enzimas,  proteínas  de

transporte  e  reguladores  da  expressão  gênica,  as  quais  podem  estar  associadas  a  processos

metabólicos basais e patogenicidade de M. hyopneumoniae 7448. Entretanto, 142 proteínas ainda

permanecem  sem função  predita,  de  maneira  que  a  utilização  de  programas  de  análises  de
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interações entre proteínas pode aumentar as proteínas com anotação 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 sobrevivência, quanto para colonização 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  sobrevivência  e  multiplicação  por  facilitarem  a  formação  e  manutenção  de

biofilmes  (Kiedrowski et  al.,  2011),  a  evasão  de  armadilhas  extracelulares  de  neutrófilos

(Berends et al., 2010), na aquisição de nutrientes a partir de ácidos nucleicos (Pinchuk et al.,

2008) e modularem a agregação celular (Tan et al., 2019). Interessantemente, já foi demonstrado

que  M. hyopneumoniae  é capaz de formar biofilmes e escapar de armadilhas extracelulares de

macrófagos (Henthorn et al., 2018; Raymond et al., 2018), que são processos importantes para a

patogenicidade e virulência  da bactéria.  No entanto,  as proteínas  envolvidas nestes processos

ainda não foram identificadas. Assim, a anotação de proteínas potencialmente envolvidas nestes

processos pode contribuir para a caracterização de mecanismos moleculares que determinam a

patogenicidade de M. hyopneumoniae.

As hidrolases identificadas como peptidases (serina peptidases, metaloproteinases) podem

atuar no processamento pós-traducional de proteínas de superfície (Moitinho-Silva et al., 2013;

Tacchi et  al.,  2016;  Berry et  al.,  2017),  na  aquisição  de  nutrientes  (Gonzales  and  Robert-

Baudouy,  1996),  na homeostase celular,  na destruição de peptídeos efetores  imunológicos  de

hospedeiros  (Potempa  and  Pike,  2009),  além  de  desenvolverem  funções  não  típicas

(moonlighting)  (Robinson et  al.,  2013;  Jarocki et  al.,  2015),  conforme  já  descrito  para

aminopeptidases em M. hyopneumoniae. 

As hidrolases identificadas como esterases podem contribuir na formação de biofilme e na

regulação de respostas adaptativas (Diethmaier et al., 2014). As hidrolases identificadas como

cinases  (riboflavina  cinase)  podem estar  envolvidas  na  síntese  de flavina  mononucleotídeo  e

flavina  adenina  dinucleotídeo,  sendo  importante  para  o  metabolismo  energético  e  para  a

manutenção do equilíbrio de oxirredução (Cimerman et al., 2006). As hidrolases identificadas

como lactamases podem estar envolvidas em processos de resistência a antibióticos lactâmicos,
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porém naturalmente M. hyopneumoniae não é suscetível a antibióticos lactâmicos, sugerindo que

essa  proteína  possa  desempenhar  outras  funções  na  célula  ou  tenha  permanecido  como  um

artefato da história evolutiva, ou ainda tenha sido integrada ao genoma a partir de transferência

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 ácidos

nucléicos, como reparo do DNA e replicação de plasmídeos específicos (Estevão et al., 2013).

As  oxirredutases  identificadas  (álcool  desidrogenases  e  proteínas  de  choque  térmico)

podem contribuir para a manutenção do equilíbrio de oxirredução da bactéria e na redução do

estresse  oxidativo  de  M.  hyopneumoniae (Machado et  al.,  2009;  Paes et  al.,  2019).  As

oxirredutases podem estar associadas a virulência por serem importantes para a sobrevivência de

M. hyopneumoniae devido a produção de espécies reativas de oxigênio pelo próprio micoplasma

(endógeno), quanto pela produção do hospedeiro (exógeno) (Vilei and Frey, 2001; Schafer et al.,

2007;  Deblanc et  al.,  2013;  Ferrarini et  al.,  2016).  Interessantemente,  várias  proteínas  de

relacionadas  a  manutenção  do  equilíbrio  de  oxirredução  foram  mais  abundantes  em  M.

hyopneumoniae 7448 em comparação 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

funções  em  M. hyopneumoniae.  Dentre  as  proteínas  foram encontradas  proteínas  que  podem

atuar na síntese de ácidos ribonucleicos (RNA), metabolismo de glicerol, síntese de componentes

da membrana plasmática e na resistência a antimicrobianos (Staubitz et al., 2004).

As transferases  identificadas  (DNA-polimerases,  RNA-polimerases,  metiltransferases  e

fosfotransferase) podem atuar na síntese de RNA e DNA, e na metilação do DNA. De maneira

que contribuem na manutenção e regulação da transcrição gênica, tradução de RNA e nos níveis

de  expressão  de  proteínas.  As  transferases  identificadas  como  fosfotransferases,  as  quais

catalisam a fosforilação de açúcares, 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 expressão gênica, também foi identificada

proteína reguladora do término da transcrição: a proteína Rho, até então não anotada no genoma

de  M. hyopneumoniae. A identificação desta proteína em  M. hyopneumoniae é interessante do

ponto de vista da regulação do término da transcrição, uma vez que este micoplasma apresenta
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terminadores  transcricionais  intrínsecos  atípicos  (Fritsch et  al.,  2015).  Curiosamente  foram

encontradas  proteínas  relacionadas  a  tradução  diferencialmente  representadas  em  M.

hyopneumoniae 7448 em comparação a  M. hyopneumoniae J e  M. flocculare em condições de

estresse oxidativo e condições  de controle  (Paes et  al.,  2019).  A tradução incorreta tem sido

demonstrada como uma estratégia bacteriana para superar a morte celular causada pelo estresse

oxidativo  e,  como a  tradução incorreta  é  comum em micoplasmas,  a  sobrerrepresentação  de

proteínas relacionadas à tradução após a exposição ao peróxido de hidrogênio é sugestiva de seu

envolvimento em mecanismos que resistem ao estresse oxidativo.

Os  transportadores  identificados  (transportadores  ABC,  transportadores  MFS,  pré-

proteína translocase SecG e proteína extrusora de toxinas) atuam no transporte de íons, peptídeos

e açúcares. Os transportadores de membrana desempenham um importante via no metabolismo

da célula, importantes para a sobrevivência e colonização de M. hyopneumoniae, sendo indicados

como potenciais fatores de virulência em M. hyopneumoniae (Paes et al., 2017; Paes et al., 2019).

Os transportadores de membrana são fundamentais para a formação de biofilme, na virulência e

na resistência a antimicrobianos (Garmory and Titball, 2004; Kim et al., 2009). As proteínas com

função de transporte de membrana têm abundância diferencial em relação as suas ortólogas em

M. hyepneumoniae J e  M. flocculare, sendo sobrerepresentadas na bactéria patogênica (Paes et

al., 2018).

A predição de associação a virulência foi realizada para todas as 277 proteínas, destas,

255 (92%) proteínas foram associadas a virulência pelos programas VirulentPred e VFDB. A

predição  de  citotoxicidade,  alergênicidade  e  similaridade  com  proteínas  de  resistência  a

antibióticos não foram utilizadas para determinação de associação a virulência, mas forneceram

informações  complementares  que ajudaram a elucidar  as possíveis funções e  associações  das

proteínas de M. hyopneumoniae. A fim de melhorar a predição de associação a virulência e deixar

ela mais acurada seria indicado a utilização da referência de escores de proteínas já consideradas

patogênicas em M. hyopneumoniae, para calibrar os programas e evitar falsos positivos, visto que

a patogenicidade de micoplasma não é causada por toxinas bacterianas clássicas (Shahbaaz et al.,

2015).

Os dados de anotação funcional e predição de associação à virulência foram utilizados

para  selecionar  uma  proteína  de  M.  hyopneumoniae previamente  considerada  de  função
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desconhecida para ensaios de caracterização funcional e imunológica. Os critérios para a seleção

foram  (i)  anotação  funcional;  (ii)  predição  de  associação  a  virulência;  a  (iii)  abundância

diferencial em relação a proteínas ortólogas de M. hyopneumoniae J e M. flocculare. A partir de

todas as predições das proteínas, o primeiro critério de seleção diminui a um conjunto de 115

proteínas anotadas funcionalmente com predição de localização subcelular e função, o segundo

critério restringiu essas proteínas a um conjunto de 101 proteínas também associadas a virulência,

e o terceiro critério foi o que eliminou a maioria das proteínas, visto que a maioria (91 proteínas)

não apresentavam expressão diferencial entre  M. hyopneumoniae 7448 e suas contrapartes não

patogênicas (M. hyopneumoniae J e M. flocculare)

A seleção inicial das proteínas-alvo para caracterização funcional e imunológica resultou

em 10 proteínas, as quais apresentam diferentes funções, desde enzimas envolvidas na replicação

e oxirredução, assim como proteínas envolvidas com transporte transmembrana, e proteínas com

ortologia a proteínas classificadas como fatores de virulência com outras bactérias. As proteínas-

alvo  apresentaram  funções  relacionadas  por  Paes  et  al. (2018)  a  virulência,  como proteínas

envolvidas no transporte transmembrana e proteínas que atuam na manutenção do equilíbrio de

oxirredução.

A  proteína  codificada  por  Mhp7448_0148  foi  escolhida  dentre  as  proteínas-alvo

selecionadas, para ser caracterizada funcional e imunologicamente no presente estudo. A proteína

foi predita com domínio funcional de uma proteína de choque térmico de 33 kDa, a qual está

relacionada  a  manutenção  do  equilíbrio  de  oxirredução.  Esta  proteína  foi  escolhida  por  ser

sobrerrepresentada em M. hyopneumoniae em relação à sua ortóloga de M. flocculare, além de ter

sido  exclusivamente  identificada  nos  repertórios  proteicos  de  M.  hyopneumoniae 7448  em

comparação  M. hyopneumoniae J,  em condições de estresse oxidativo e térmico (Paes et  al.,

2018; Paes et  al.,  2019).  Estes resultados  sugerem que essa proteína atua na proteção de  M.

hyopneumoniae 7448 em situações de estresse, contribuindo para a sobrevivência da bactéria e

para o estabelecimento da infecção no hospedeiro suíno.

Para  a  realização  dos  ensaios  de  caracterização  funcional  e  imunológica,  a  proteína

Mhp7448_0148 foi produzida na versão recombinante em E. coli. A proteína rMhp7448_0148

apresentou o mesmo nível de expressão em todos os tempos de indução e concentrações de IPTG

testados. Desta maneira, o tempo escolhido para a expressão da rMhp7448_0148 foi o menor
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tempo (3 h) de indução e a menor concentração de IPTG (0,1 mM) testada. A expressão em E.

coli BL21 Star (DE3) obteve maior rendimento da rMhp7448_0148 em relação aos cultivos de E.

coli BL21 pLysE, E. coli BL21 códon Plus RP, e E. coli BL21 códon Plus Ril. Assim, expressão

mais eficiente da rMhp7448_0148 foi realizada em  E. coli BL21 Star (DE3) com 0,1 mM de

IPTG por 3 h.

Apesar das condições de expressão apresentarem um bom rendimento, a maior quantidade

da proteína ficou na fração insolúvel, indicando que a rMhp7448_0148 é insolúvel nas condições

de expressão testadas. Por isso, diferentes protocolos de solubilização da proteína foram testados.

A adição de detergentes para solubilização se mostrou eficiente para solubilização da proteína,

mas impediu a obtenção da proteína recombinante na forma purificada. A rMhp7448 apresentou

uma  forte  aderência  à  resina  utilizada  para  a  cromatografia  de  afinidade,  mesmo  em  altas

concentrações de imidazol (100 mM – 500 mM), impedindo o processo de purificação. Como

alternativa a temperatura de indução foi diminuída da 28ºC, a fim de evitar a insolubilidade da

rMhp7448_0148  pela  formação  de  agregados  devido  aos  altos  níveis  de  expressão  da

rMhp7448_0148  (Rosano  and  Ceccarelli,  2014).  A  solubilização  da  rMhp7448_0148  foi

realizada com ureia e hidrocloreto de guanidina (Singh et al., 2015). A solubilização com ureia e

hidrocloreto de guanidina apresentou um maior  rendimento da rMhp7448_0148 em relação a

solubilização com sarcosil. Porém a desvantagem da solubilização com ureia e hidrocloreto é que

esses agentes desnaturam a proteína. O processo de renaturação da rMhp7448_0148 foi realizado

utilizando gradientes com concentrações decrescentes de ureia. Entretanto, a proteína não pode

ser purificada na condição nativa devido à forte aderência com a resina. A purificação da proteína

só pode ser realizada em condições desnaturantes, como o uso de tampão PBS 1X contendo 0,1%

SDS e eluição à 100ºC por 1 min. Nestas condições, 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  realização  de  ensaios  de  caracterização

imunológica, mas não pode ser caracterizada funcionalmente. Por isso, a proteína desnaturada

será inicialmente  utilizada  para ensaios de caracterização imunológica.  Os ensaios funcionais

poderão ser realizados a partir da padronização da produção e purificação da rMhp7448_0148 na

forma nativa. Como perspectivas do presente estudo se elenca a produção da rMhp7448_0148 na
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forma nativa para a realização de ensaios funcionais. Além da proteína escolhida para a produção

no presente estudo, ainda permanecem 9 proteínas-alvo selecionadas para a sua caracterização

funcional e imunológica. Ainda 20% das proteínas codificadas no genoma de M. hyopneumoniae

7448 permanecem sem função predita, de maneira que novas análises  in silico são necessárias

para a identificação e descrição de novos potenciais determinantes de patogenicidade.
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6. PERSPECTIVAS

As perspectivas do presente estudo são a anotação funcional das CDSs ainda anotadas

como de função desconhecida no genoma de M. hyopneumoniae, e a caracterização imunológica

e funcional  da rMhp7448_0148.  A anotação funcional  das CDSs de função desconhecida do

genoma de M. hyopneumoniae 7448 é ainda necessária, visto que apesar dos esforços do presente

estudo, cerca de 20% das CDSs continuam sem anotação funcional. Para tanto será realizado o

refinamento  das  análises  e  novas  estratégias  de  predição  serão  utilizadas.  A  caracterização

imunológica da rMhp7448_0148 será realizada por ensaios para avaliação da imunogenicidade e

antigenicidade,  os  quais  podem  ser  realizados  com  a  proteína  na  forma  desnaturada.  A

imunogenicidade será avaliada a partir da resposta humoral e celular induzida em camundongos,

e  a  antigenicidade  com  soros  de  suínos  infectados  com  M.  hyopneumoniae.  Visto  que  a

rMhp7448_0148 foi produzida na forma desnaturada,  é necessário a produção da proteína na

forma nativa,  para  realização  dos  ensaios  funcionais  para  avaliação  da  possível  atividade  de

chaperona.
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