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RESUMO

Mycoplasma hyopneumoniae € a bactéria causadora da pneumonia micoplasmica
suina, que afeta o rebanho suino em nivel mundial. Durante o processo de infeccdo, o
sistema imune de organismos afetados produz espécies reativas de oxigénio (ERO),
conhecidas por causarem uma variedade de lesdes celulares, como uma das estratégias para
neutralizacdo do patégeno. Embora a presenca de enzimas antioxidantes cldssicas seja
esperada em M. hyopneumoniae, genes importantes relacionados a protecdo contra ERO
como superoxido-dismutase, catalases e glutationa-peroxidase nao foram identificados por
homologia na anotacdo de seqiiéncias gendmicas. Entre os poucos genes de M.
hyopneumoniae codificando proteinas possivelmente envolvidas na supressao da resposta
do hospedeiro através da producdo de ERO, foi identificado um codificando uma
peroxirredoxina. Andlises de seqiiéncia e filogenéticas mostram que a peroxirredoxina de
M. hyopneumoniae (MhPrx) esté relacionada com a subfamilia das peroxirredoxinas 2-Cys
atipica, embora ela tenha apenas uma cisteina em sua seqiiéncia. A seqiiéncia de DNA
codificadora (CDS) da MhPrx foi clonada e expressa em Escherichia coli para a producao
de uma MhPrx recombinante (rMhPrx), a qual foi purificada e usada para a imunizacao de
camundongos para produzir um anti-soro policlonal anti-MhPx. Este anti-soro foi utilizado
para investigar extratos protéicos de M. hyopneumoniae e demonstrou a expressdo de
MhPrx nas trés cepas testas (J, 7422 e 7448). A atividade da rMhPrx foi determinada com
uso de um sistema de oxidacdo catalisado por metais, que mostrou que esta enzima pode
proteger moléculas de DNA do dano causado por ERO e deve ter uma fungdo essencial

durante a infecgdo.



ABSTRACT

Mycoplasma hyopneumoniae is the causative agent of the porcine enzootic
pneumonia, which affects swineherds worldwide causing heavy economical losses. In the
infection process, the host generates reactive oxygen species (ROS) as one of the strategies
used to neutralize the pathogen. Although the presence of classical antioxidant enzymes
would be expected in M. hyopneumoniae, important genes directly related to protection
against ROS, like superoxide-dismutase, catalases and glutathione-peroxidase were not
identified by sequence homology in the genome sequence annotation. Among the few
identified M. hyopneumoniae genes coding for proteins possibly involved with suppression
of the host ROS-mediated response, one coding for a peroxiredoxin was recognized.
Sequence and phylogenetic analysis indicate that M. hyopneumoniae peroxiredoxin
(MhPrx) is closely related to the atypical 2-Cys peroxiredoxin subfamily, although it has
only one cysteine in its sequence. The MhPrx coding DNA sequence was cloned and
expressed in Escherichia coli to produce a recombinant MhPrx (rMhPrx), which was
purified and used to immunize mice and produce an anti-MhPrx polyclonal antiserum. This
antiserum was used to probe M. hyopneumoniae extracts and demonstrated that MhPrx is
expressed in all three tested strains (J, 7422 and 7448). A metal catalyzed oxidation system
was used to assay the activity of rMhPrx, showing that it can protect DNA from ROS-

mediated damage and may play an essential role during infection.



1. Introducao

1.1 Mycoplasma hyopneumoniae e a pneumonia micoplasmica suina

Mycoplasma hyopneumoniae € a bactéria causadora da pneumonia enzodtica ou
pneumonia micopldsmica suina (PMS), que afeta o rebanho suino em nivel mundial. Este
organismo, assim como as outras espécies pertencentes ao género Mycoplasma, é um
procarioto que se distingue fenotipicamente de outras bactérias por seu tamanho diminuto e
pela auséncia completa de parede celular, o que os separa taxonomicamente na classe
Mollicutes (do latim mollis = mole e cutis = pele) (RAZIN et al., 1998). O género
Mycoplasma apresenta uma série de outras caracteristicas peculiares: (1) seus membros sao
todos parasitos obrigatdrios, tanto de seres humanos como de animais, nao existindo em
forma livre (RAZIN, 1992); (2) aparentemente, apresentam alta especificidade por seus
hospedeiros, embora PITCHER & NICHOLAS (2005) tenham encontrado evidéncias
contrérias; (3) possuem genomas de tamanho reduzido, variando de 580 kb a 1.350 kb,
provavelmente em funcdo da sua evolucdo como parasitos obrigatorios (SIRAND-
PUGNET et al., 2007a) e os colocando entre os organismos auto-replicaveis de menor
genoma conhecidos; (4) seus genomas apresentam um baixo contetido de C+G, girando em
torno de 30% (SIRAND-PUGNET et al., 2007b); (5) possivelmente devido a pressao
exercida pelo elevado conteido de A+T no genoma, apresentam um uso de cddon
particular, com UGA codificando triptofano, em vez de ser um cédon de termina¢do como
na maioria dos organismos (BOVE, 1993).

A patogenicidade dos micoplasmas, associada ao tamanho reduzido de seus
genomas, motivou o seqiienciamento de uma série de genomas de diferentes espécies

(FRASER et al., 1995; HIMMELREICH et al., 1996; CHAMBAUD et al., 2001; SASAKI
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et al., 2002; PAPAZISI et al., 2003; JAFFE et al., 2004; MINION et al., 2004;
WESTBERG et al., 2004; VASCONCELOS et al., 2005). Estes estudos auxiliaram no
sentido de entender melhor a patofisiologia destas bactérias e na da identificagcdo de fatores
de viruléncia. Além disso, eles visavam a auxiliar na defini¢do do conceito de ‘“célula
minima”, ou seja, aquela que carrega o minimo de informacdo necessdrio a sua
sobrevivéncia. De M. hyopneumoniae, foram seqiienciados os genomas de trés cepas
diferentes (MINION et al., 2004; VASCONCELOS et al., 2005).

Desde seu primeiro isolamento de lesdes pulmonares (MARE & SWITZER, 1965),
M. hyopneumoniae tem sido descrito em diversos paises como um dos agentes mais
comuns envolvidos em problemas respiratérios dos suinos (Tabela 1.1). A infeccdo por
este organismo ¢é freqiiente em todas as regides do mundo onde se desenvolve a
suinocultura, e exames realizados em diferentes paises indicam que as lesdes sugestivas da

doenca ocorrem em 30% a 80% dos suinos abatidos (SOBESTIANSKY et al., 1999).

Tabela 1.1. Percentual (%) de suinos com lesdes de pneumonia micopldsmica em diferentes paises entre 0s
anos de 1990 e 2001. Adaptado de KICH & PONTES (2001).

Pais Ano Percentual de suinos Referéncia
com lesoes (%)
Brasil 1990 52 Guerrero (1990)
Brasil 1990 55,3 Sobestianky et al. (1990)
Brasil 1998 59,8 Rostagno et al. (1999)
Brasil 1999 54,8 Sobestiansky et al. (1999)
Brasil 2001 75,7 Silva et al.(2001)
Chile 1990 84 Guerrero (1990)
Espanha 1990 38 Guerrero (1990)
EUA 1990 69 Guerrero (1990)
Filipinas 1990 89 Guerrero (1990)
Italia 1998 33,7 Martelli et al. (1998)
Suécia 1998 10 Lundehein et al. (1998)
Suica 1998 29.9 Grest et al. (1998)
Tailandia 1990 95 Guerrero (1990)
Taiwan 1990 49,8 Hsu e Fang (1990)
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As perdas econdmicas na suinocultura decorrentes desta doenca podem chegar a
20% sobre a conversdo alimentar e 30% sobre o ganho de peso. Embora o indice de
mortalidade seja baixo (no méximo 5%), a alta taxa de morbidade (que pode chegar a 60%,
entre quatro e seis meses de idade) (SOBESTIANSKY et al., 1999) acarreta em enormes
prejuizos para os produtores. Mesmo em granjas com baixos niveis de contaminacdo por
M. hyopneumoniae, pode ocorrer significativo aumento no custo de producdo, em razao da
piora da conversdo alimentar, menor ganho de peso, falta de uniformidade do lote e
necessidade de utilizagao de antibidticos. O atraso da saida dos animais para o abate, que
pode variar de seis a 25 dias, acarreta em um custo adicional de US$ 0,60 a US$ 2,50 por
animal. Somando-se as perdas com a piora da conversdo alimentar, esse custo aumenta
ainda US$ 1,80 (XAVIER, 2004).

Os prejuizos causados pela PMS, porém, podem variar em fun¢ao da gravidade das
lesdes causadas por infec¢des secunddrias, uma vez que M. hyopneumoniae aumenta a
susceptibilidade a outros agentes infecciosos. CIPRIAN et al. (1988) mostraram que a
infeccao de suinos por Pasteurella multocida concomitantemente com M. hyopneumoniae
determinou o surgimento de febre alta, tosse severa e vastas lesdes pulmonares, enquanto a
infec¢do por apenas um ou outro agente ndo resultou em um efeito tdo grave. Da mesma
forma, a co-infeccdo por M. hyopneumoniae e o virus da sindrome reprodutiva e
respiratdria dos suinos (PRRSV) acarretou em uma maior concentracdo de RNA viral nos
tecidos linféide e tonsilar de suinos infectados com isolados muito virulentos, bem como o
aumento da abundancia viral em swab orofaringeo e amostras de sangue, independente da
viruléncia do isolado de PRRSV (CHO et al., 2006).

Quando em contato com seu hospedeiro, o suino, M. hyopneumoniae interage com

os cilios das vias respiratérias (Figura 1.1), podendo causar ciliostase (parada do
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movimento ciliar) e perda de cilios. DeBEY & ROSS (1994) descreveram que a aderéncia,
ou pelo menos uma associagdo proxima da bactéria ao epitélio ciliado dos suinos, parece
ser necessdria para induzir tais mudancas. Esta alteracdo inicia um processo que leva ao
quadro clinico caracterizado como a PMS, o que faz de M. hyopneumoniae seu agente
causador primdrio. A PMS ¢é uma doenca cronica infecciosa, muito contagiosa,
caracterizada por uma broncopneumonia catarral que, clinicamente, se manifesta por tosse
seca, atraso no ganho de peso, alta morbidade, baixa mortalidade e, geralmente, é
acompanhada de complica¢des broncopulmonares purulentas (SOBESTIANSKY et al.,
1999). O suino parece ser o tnico hospedeiro de M. hyopneumoniae € a transmissao ocorre
por contato direto com as secrecdes do aparelho respiratério e através de aerossois
eliminados durante os acessos de tosse. A maior fonte de infec¢do, no entanto, é a fémea
em periodo de amamentagdo, que transmite a doenca a sua leitegada logo apds o

nascimento (SOBESTIANSKY er al., 1999).

ox R BEAT
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Figura 1.1 Colonizacdo do epitélio de anel traqueal de suino por M. hyopneumoniae (M)
5 dias ap6s infecgdo: (C) cilios; barra: 0,83 um. Adaptado de DeBEY & ROSS, 1994.

N
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1.2 Sistemas de defesa contra patégenos em suinos

Da mesma forma que ocorre nos mamiferos em geral, no suino o sistema de defesa
€ representado pelos mecanismos de defesa nao-especificos, os quais estdo presentes nos
animais normais e saudaveis, € os mecanismos de defesa especificos e induzidos, os quais
se desenvolvem a partir do contato do animal com um determinado agente infeccioso ou
substancia estranha ao organismo. Nas vias respiratorias, os mecanismos de defesa nao-
especificos sdo compostos por fatores fisicos/quimicos (estrutura da cavidade nasal,
epitélio ciliar recoberto com muco, reflexo da tosse e espirro, sistema complemento, etc.) e
fatores celulares (linfécitos, macréfagos, neutréfilos e eosinéfilos). O sistema de defesa
especifico e induzido corresponde a imunidade humoral, representada pelas
imunoglobulinas especificas (IgG, IgM, IgA e IgE), e a imunidade mediada por células, ou
imunidade celular (linfécitos T, macréfagos ativados, etc.) (GOLDSBY et al., 2003).

O sistema de defesa nao-especifico € a primeira barreira contra a invasdao do
sistema respiratorio por agentes causadores de distirbios, além de ser um componente
essencial para o desencadeamento da resposta imune especifica. Ele envolve, entre outros,
a producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) por células especificas do sistema
imune inato numa tentativa de neutralizar o agente invasor. Macréfagos e neutréfilos
reconhecem patégenos por meio de receptores na superficie celular, capazes de distinguir
moléculas de superficie exdgenas. A ligacdo de vérios desses receptores celulares ird levar
ao processo de fagocitose, pelo qual o agente estranho serd internalizado e destruido dentro
de uma vesicula — denominada fagossomo. Esse processo depende da producao de diversas
toxinas, sendo as mais importantes o peréxido de hidrogénio (H,0O,), o superéxido (O;’) e o
oxido nitrico (NO), geralmente téxicos a bactérias. Esses compostos sdo gerados por

oxidases lisossomais e 6xido nitrico sintetases dependentes de NADPH e outras enzimas,
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em um processo denominado explosao respiratéria (do inglés, respiratory burst), por ser
acompanhado de um aumento no consumo de oxigénio nestas células JANEWAY Ir. et
al., 2001). Tanto ERO quanto as espécies reativas de nitrogénio (ERN) sdo capazes de
causar uma série de lesdes celulares, incluindo danos ao DNA e a diversas outras
biomoléculas (NATHAN & SHILOH, 2000). Em suinos, hd uma variacdo na resposta
através da explosao respiratoria, sendo os animais mais jovens menos capazes de produzir
este tipo de resposta e, conseqiientemente, mais suscetiveis a infeccdo por M.
hyopneumoniae (du MANOIR et al., 2002).

A importancia deste processo para o sistema imune de mamiferos pode ser
evidenciada em seres humanos que sofrem da doenca granulomatosa cronica. Esses
pacientes apresentam uma defici€ncia genética e ndo expressam NADPH-oxidase, o que
significa que suas células fagocitarias nao produzem derivados de oxigénio. Os fagdcitos
desses individuos sdo perfeitamente capazes de engolfar e processar bactérias e outros
patégenos, mas diversos desses patégenos ndo sao mortos nesse processo € acabam
liberados em forma vidvel quando a célula do hospedeiro morre. Pessoas com esta
enfermidade s@o muito mais susceptiveis a doencgas bacterianas e fungicas, sofrendo
constantemente de infeccdes multiplas e persistentes de organismos como Staphylococcus
aureus (CURNUTTE & BABIOR, 1987).

Muitos patogenos adquiriram sistemas de defesa contra este mecanismo, que
evitam que sejam destruidos por células fagocitdrias. Algumas bactérias Gram-positivas se
cobrem com um envoltdrio polissacarideo muito espesso, incapaz de ser reconhecido pelos
receptores dos fagdcitos ou pelo sistema complemento. Outros organismos sao fagocitados,
mas escapam da morte, como é o caso de Mycobacterium tuberculosis, que evita que o

fagossomo mature e assim sobrevive. H4 ainda aqueles que sdo fagocitados e secretam
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enzimas de detoxificacdo que revertem os efeitos negativos dos produtos da explosdo
respiratoria no fagossomo, saindo ilesos desse processo (ALBERTS et al., 2002). Estudos
indicam que M. hyopneumoniae tem a capacidade de evitar a fagocitose por macréfagos e
a producdo de anticorpos nos primeiros estigios de infeccdo da PMS, mas uma vez
estabelecido no epitélio traqueal ciliado, linfécitos se infiltram no local recrutando
macréfagos e neutréfilos (CARUSO & ROSS, 1990; ROSS, 1992). E provéavel, portanto,
que a partir deste periodo M. hyopneumoniae tenha que lidar com as ERO produzidas

através da explosdo respiratdria no suino.

1.3 Superfamilia das peroxirredoxinas

A superfamilia das peroxirredoxinas comegou a ser caracterizada recentemente,
sendo o primeiro representante descrito em Saccharomyces cerevisiae (KIM et al., 1988).
Aquela época, comecou a se perceber que se tratava de uma superfamilia com membros
presentes tanto em procariotos quanto em eucariotos (PROSPERI et al., 1993; CHAE et
al., 1994; CHA et al., 1995). Mais tarde, ficou demonstrado que praticamente todos os
organismos vivos, incluindo anaerébios, expressam estas enzimas em grandes quantidades
(HOFMANN et al., 2002). As peroxirredoxinas sdo peroxidases multifuncionais
dependentes de tiol que catalisam a reducdo de diversos substratos de perdxido, como
hidroperéxido de hidrogénio (H,0;), outros hidroperéxidos organicos e peroxinitrito
(BRYK et al., 2000; CASTRO et al., 2002; KNOOPS et al., 2007). Em Escherichia coli,
as peroxirredoxinas estdo entre as dez proteinas mais expressas (LINK ez al., 1997) e, em
células de mamiferos, elas representam de 0,1% a 0,8% do total de proteinas soldveis

(SEO et al., 2000).
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Andlises de seqiiéncia, estudos bioquimicos, estruturais ¢ moleculares envolvendo
substituicao de residuos de aminoécidos especificos permitiram esclarecer o0 mecanismo de
acdo destas proteinas, que se revelou ser relativamente simples do ponto de vista quimico
(WOQD et al., 2003). Ele estd fundamentalmente relacionado com a oxidagdo do grupo
tiol de uma cisteina (conhecida como cisteina peroxidatica) da regiao N-terminal enzima a
acido sulfénico, na reacdo de redug¢do de H,O, ou outros hidroperéxidos organicos a dgua
ou seus respectivos alcodis. Residuos de aminodcidos espacialmente proximos a cisteina
peroxidatica auxiliam na criagdo de um espaco de baixo pK, que facilita a ioniza¢do do
grupo tiol a anion tiolato. Dentre estes residuos, se destacam uma treonina e uma arginina,
que juntamente com a cisteina peroxidatica formam a chamada triade catalitica.

A resolug@o do dcido sulfénico formado nesta primeira etapa da reacdo difere de
acordo com o tipo de peroxirredoxina e € o critério utilizado para fazer a classificacao
destas proteinas em subfamilias. A presenca ou auséncia de uma segunda cisteina (cisteina
de resolu¢do) divide os membros da superfamilia em 1-Cys ou 2-Cys (SEO et al., 2000;
WOOD et al., 2003). No caso das peroxirredoxinas 1-Cys, a reducao do 4cido sulfénico é
feita diretamente por um agente externo (por exemplo, glutationa reduzida ou ascorbato).
Ja nas peroxirredoxinas 2-Cys, a cisteina de resolucdo estd envolvida na formagdo de uma
ponte dissulfeto com a cisteina peroxidética, que estabiliza a proteina enquanto ela ndo é
reduzida para sua forma original por um agente redutor (normalmente, tiorredoxina). Esta
ponte dissulfeto pode ocorrer de duas maneiras, dependendo da proteina envolvida; na
primeira, a ponte é formada entre duas subunidades, enquanto na segunda a ponte é
formada intramolecularmente entre as cisteinas de um mesmo polipeptideo. De acordo com
essas duas formas de resolu¢do do acido sulfénico, as proteinas do grupo 2-Cys foram

posteriormente divididas em 2-Cys tipicas (ponte dissulfeto intermolecular) e 2-Cys
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atipicas (ponte dissulfeto intramolecular) (KNOOPS et al., 2007). Os mecanismos

das diferentes subfamilias de peroxirredoxinas estdo ilustrados na Figura 1.2.

de acdo

(a) Peroxirredoxinas 2-Cys tipicas
2H,0 2H,0

+ 2H,0,

2 RSSR /\ 4RSH

(b) Peroxirredoxinas 2-Cys atipicas

H,0 H,0
Cp [-SH Cp [-SOH Cp IS
+ H)0, |
Cr -SH Cr |-SH Cr|-S
RSSR 2 RSH
(c) Peroxirredoxinas 1-Cys
H,0 RSH
Cp-SH Cp [~ SOH ¢ Cp[~S—SR
+ H,0, _V)
H,0

RSSR RSH

Cp FSH HSH Cr Cp FSOH HSH Cr Cp S-S+ Cr
Cr —-SH HS— Cp Cr SH HOS— Cp Cr-S—S-Cp

Figura 1.2 Mecanismo de reacdo de peroxirredoxinas 2-Cys tipicas (a), 2-Cys atipicas (b) e 1-Cys
(c). HyO, ou peréxidos inorganicos (ROOH) sdo reduzidos pela cisteina catalitica, que se oxida a
dcido sulfénico (-SOH). Nas peroxirredoxinas 2-Cys, este -SOH reage rapidamente com uma

segunda cisteina para formar uma ponte dissulfeto intermolecular (2-Cys

tipicas) ou

intrarmolecular (2-Cys atipicas). Esta ponte dissulfeto é entfo reduzida por um doador de elétron
contendo tiol. Nas peroxirredoxinas 1-Cys, o agente redutor externo (RSH) age diretamente sobre o
-SOH. Os circulos escuros representam a regido N-terminal de cada peptideo. Adaptado de

KNOOPS et al. (2007).
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Em procariotos e em alguns eucariotos parasitdrios, as peroxirredoxinas tém se
demonstrado importantes para a detoxifica¢ao tanto de ERO quanto de espécies reativas de
nitrogénio, como o peroxinitrito (BRYK ez al., 2000). J4 em eucariotos, como leveduras,
plantas e mamiferos, a func@o antioxidante destas enzimas passou a ter menor relevancia,
sendo elas responsdveis primeiramente pela regulagdo da sinalizagdo celular através de
H,0, (WOOQOD et al., 2003).

Baseado nos dados obtidos no seqiienciamento dos genomas das cepas 7448 e J
[ATCC 25934] de M. hyopneumoniae (VACONCELOS et al., 2005), foi possivel
identificar, em ambos, uma seqiiéncia de DNA codificadora (CDS) que codifica uma
proteina de 164 aminodcidos e massa molecular estimada de 18,6 kDa, com consideravel
homologia as peroxirredoxinas existentes em bancos de dados, incluindo as de
Mycoplasma mobile, Mycoplasma penetrans, Mycoplasma synoviae e Mycoplasma
pulmonis. Ainda de acordo com a andlise in silico dos dados gerados no seqiienciamento
genOmico, ndo foram encontradas seqii€éncias ortélogas a diversas proteinas envolvidas nas
rotas de detoxificacdo de ERO comuns a diversos organismos, desde procariotos até
eucariotos. CDSs correspondentes a superéxido-dismutases (SOD), catalases e glutationa-
peroxidases (GPx), que sdo enzimas cldssicas envolvidas nessas vias, ndo puderam ser
identificadas no genoma de M. hyopneumoniae. Reforcando esta constatacao, a anélise dos
genomas de Mycoplasma spp. ja seqiienciados demonstrou que apenas em um deles (o de
M. penetrans) foi identificado um gene ortélogo que potencialmente codifica uma dessas
enzimas (GPx) (SASAKI et al., 2002).

A auséncia de ortélogos a estas enzimas mostra que o sistema de prote¢do contra
ERO em M. hyopneumoniae é relativamente deficiente. Superdxido-dismutases sdo

metaloenzimas capazes de dismutar o anion superdxido (O,) em H,O, e O, (McCORD &
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FRIDOVICH, 1969). Catalase é a enzima responsavel pela degradacao direta de H,O, em
H,0 e O,, enquanto peroxidases em geral removem H,O, por uséd-lo para oxidar outro
substrato (no caso da GPx, através da oxidacdo de glutationa reduzida — GSH — como
exemplificado na reacdo: H,O, + 2GSH — GSSG + 2H,0) (ALBERTS et al., 2002).
Assim, esta peroxirredoxina de M. hyopneumoniae se apresenta como uma das poucas

enzimas relacionadas a remog¢do de ERO ja descritas neste organismo.
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1.4 Justificativa e objetivos

Alguns estudos tém demonstrado que as peroxirredoxinas de diferentes organismos
patogénicos estao associadas a viruléncia (MISSALL et al., 2004; KIKUCHI et al., 2005;
TAVARES et al.,, 2005; WANG et al., 2005). Portanto, é cabivel cogitar-se que a
peroxirredoxina de M. hyopneumoniae (MhPrx) desempenha um papel importante no
processo de infeccao desta bactéria. Assim, dentre as proteinas identificadas a partir do
seqiienciamento de M. hyopneumoniae, a MhPrx se apresenta como um possivel fator de
viruléncia ou patogenicidade deste organismo.

A seqiiéncia de aminodcidos deduzida da MhPrx de M. hyopneumoniae contém
apenas um residuo de cisteina (Cys57), o que a enquadraria necessariamente na subfamilia
1-Cys. No entanto, a andlise da seqiiéncia de ort6logos indica uma grande similaridade
com representantes da subfamilia 2-Cys atipica, enquanto a semelhanca com membros da
subfamilia 1-Cys nao € significativa.

O objetivo geral deste trabalho € dar inicio ao estudo da MhPrx visando tanto a
descobrir a sua funcdo nesta bactéria quanto a entender seu mecanismo de acdo,
possivelmente auxiliando na elucidagdo do ciclo catalitico das peroxirredoxinas 1-Cys, que
ndo estd totalmente esclarecido. Para isso, foram estabelecidos os seguintes objetivos
especificos:

a) clonagem da CDS da MhPrx e expressdo da enzima recombinante (rMhPrx) em
Escherichia coli;

b) anélise comparativa da expressdao da MhPrx em cepas de M. hyopneumoniae;

¢) caracterizacao funcional da rMhPrx;

d) anélises filogenéticas para posicionamento evolutivo da MhPrx em relagdo a

enzimas ortdlogas de outras espécies de Mycoplasma e de outras bactérias.
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2. Manuscrito aceito para publicacao: A peroxiredoxin from Mycoplasma

hyopneumoniae with a possible role in H,O, detoxification

O manuscrito apresentado a seguir como corpo principal desta dissertacdo foi
submetido a revista Microbiology em 12 de fevereiro de 2009 (ver Apéndice 1). Apds
andlise do Editor e dos referees, o manuscrito foi revisado e ressubmetido, sendo aceito
para publicacdo em 06 de julho de 2009 (ver Apéndice 2). Ele trata de uma
peroxirredoxina (MhPrx) com propriedades particulares que a torna uma enzima
interessante tanto como um possivel fator de viruléncia quanto de um ponto de vista
evolutivo da superfamilia das peroxirredoxinas. A MhPrx € expressa em altos niveis nas
trés cepas de M. hyopneumoniae testadas, e a proteina recombinante mostrou atividade de
protecao de DNA contra danos causados por ERO. Além de ser uma das poucas proteinas
expressas em M. hyopneumoniae relacionadas a protecao contra ERO, a MhPrx é a
primeira a ser funcionalmente expressa. Quanto a seu mecanismo de acdo, a MhPrx é
diferenciada por ter apenas um residuo de cisteina, apesar de apresentar maior similaridade
ao longo de sua seqiiéncia com peroxirredoxinas do tipo atipicas 2-Cys (dependentes de
duas cistefnas). Estudos filogenéticos indicam que a MhPrx deve ter evoluido a partir de
uma peroxirredoxina 2-Cys atipica perdendo uma cisteina mas mantendo sua atividade
catalitica, uma caracteristica ndo descrita em outras peroxirredoxinas e que pode auxiliar
na compreensao da evolucao desta superfamilia.

Todo o trabalho experimental descrito no artigo foi executado pelo primeiro autor.
O estudante de doutorado do PPGBCM Paulo Marcos Pinto teve participagdao nas etapas

iniciais de projecao de primers, mutagénese sitio-dirigida e clonagem da CDS da MhPrx.
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Summary

Mycoplasma hyopneumoniae is the causative agent of the porcine enzootic
pneumonia, which affects swineherds worldwide causing heavy economical losses. In the
infection process, this bacterium is exposed to reactive oxygen species (ROS) from its own
metabolism or generated by the host as one of the strategies used to neutralize the
pathogen. Although the presence of classical antioxidant enzymes would be expected in M.
hyopneumoniae, important genes directly related to protection against ROS, like
superoxide-dismutase, catalases and glutathione-peroxidase were not identified by
sequence homology in the genome sequence annotation. Among the few identified M.
hyopneumoniae genes coding for proteins possibly involved with suppression of ROS-
mediated damage, one coding for a peroxiredoxin was recognized. Sequence and
phylogenetic analyses indicate that M. hyopneumoniae peroxiredoxin (MhPrx) is closely
related to the atypical 2-Cys peroxiredoxin subfamily, although it has only one cysteine in
its sequence. The MhPrx coding DNA sequence was cloned and expressed in Escherichia
coli to produce a recombinant MhPrx (rMhPrx), which was purified and used to immunize
mice and produce an anti-MhPrx polyclonal antiserum. This antiserum was used to probe
M. hyopneumoniae extracts and demonstrated that MhPrx is expressed in all three tested
strains (J, 7422 and 7448). Cross-linking assays and size exclusion chromatography
indicate that rMhPrx forms dimers, as has been established for atypical 2-Cys
peroxiredoxins. Furthermore, a metal catalyzed oxidation system was used to assay the
activity of rMhPrx, showing that it can protect DNA from ROS-mediated damage and may

play an essential role during infection.

24



Introduction

Mycoplasma hyopneumoniae is the causative agent of porcine enzootic pneumonia
(Mare & Switzer, 1965), which affects swineherds worldwide. This highly contagious
disease is characterized by a mild but chronic pneumonia that leads to low mortality but
high morbidity (Messier et al., 1990). Along with growth retardation, and reduced feed
conversion, the costs associated with currently available antibiotic treatments lead to heavy
economic losses to swine production (Maes et al., 2008). In the infection process, the
bacteria adhere to ciliated epithelial cells in the respiratory tract of the host causing
ciliostasis and loss of cilia (DeBey & Ross, 1994). The damaged tracheal epithelium
compromises the main defense of the host against aerosol-transmitted diseases and raises
the risk and intensity of secondary infections by pathogens such as Pasteurella multocida
(Ciprian et al., 1988) and the porcine reproductive and respiratory syndrome virus (Cho et
al., 2006).

M. hyopneumoniae avoids swine defense mechanisms during early stages of
pneumonia by inhibiting macrophage-mediated phagocytosis and B-cell antibody
production (Caruso & Ross, 1990; Ross, 1992). After the pathogen is established in the
ciliated epithelium, lymphocytes infiltrate the site of infection, recruiting macrophages and
neutrophils. Cellular immune responses in swine also include the production of reactive
oxygen species (ROS), such as hydrogen peroxide (H,O,) and superoxide anions (O;), in a
process known as the respiratory burst, which may kill an infective organism (du Manoir et
al., 2002).

Apart from ROS produced by the host immune response, M. hyopneumoniae can be
also exposed to H,O, generated endogenously. Recent studies demonstrate that other

mycoplasmas can generate H,O, or ROS as byproducts of the glycerol metabolism,
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involving genes such as glpO or glpD (Pilo et al., 2005; Bischof et al., 2009, Hames et al.,
2009). These metabolites can be translocated to the host cell, being involved in toxicity
toward the host (Vilei & Frey, 2001; Bischof et al., 2008). A glpD gene has been identified
in M. hyopneumoniae genome sequence and the corresponding protein has similarity levels
of 64% and 63% to the well-characterized GlpD of M. pneumoniae and GlpO of M.
mycoides subsp. mycoides SC, respectively.

On the other hand the M. hyopneumoniae genome lacks genes coding for some
important antioxidant proteins, such as catalases, glutathione-peroxidase and superoxide-
dismutase (Minion et al., 2004; Vasconcelos et al., 2005), and no one of the at least four
ROS-protection related genes annotated in the M. hyopneumoniae genome (namely thiol
peroxidase, peptide methionine sulfoxide reductase, thioredoxin, and thioredoxin
reductase) was found to be transcriptionally upregulated under oxidative stress culture
conditions (Schafer et al., 2007). However, since it is essential to M. hyopneumoniae to
avoid ROS-mediated damage during infection, these observations are likely to be
consequence of evolutive events, including loss of genes and/or divergence from common
orthologs, and of a possible constitutive mode of expression for at least some of the
antioxidant proteins available for this species.

Among the so far identified M. hyopneumoniae genes coding for putative ROS-
protection proteins, one (zpx) coding for a peroxiredoxin was recognized by sequence
homology and originally annotated as a probable thiol-peroxidase (Vasconcelos et al.,
2005). The peroxiredoxin superfamily comprises multifunctional thiol-dependent
peroxidases that catalyze the reduction of various peroxide substrates, such as H,O,,
peroxynitrite and organic hydroperoxides (Bryk et al., 2000; Castro et al., 2002; Knoops et

al., 2007), and their basic mechanism relies on the oxidation of a peroxidatic cysteine
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residue in the active site to a sulfenic acid by the peroxide substrate (Rhee et al., 2005).
The M. hyopneumoniae tpx gene codes for a 164 aa-long protein (MhPrx), with a single
cysteine residue in the deduced sequence (Cys57). In this study, recombinant MhPrx
(rMhPrx) was characterized and assayed for peroxidase activity. In vivo expression of
MhPrx was analyzed and the phylogenetic relationships of this putative alternative form of

peroxiredoxin are discussed.
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Methods

M. hyopneumoniae strains, culture and protein extraction

M. hyopneumoniae non-pathogenic strain J (ATCC 25934) was acquired from
American Type Culture Collection by the EMBRAPA-CNPSA (Concoérdia, Brazil). M.
hyopneumoniae pathogenic strain 7448 was isolated from infected swine from Linddia do
Sul (Brazil) (Vasconcelos et al., 2005). M. hyopneumoniae pathogenic strain 7422, another
Brazilian field isolate, was obtained from the EMBRAPA-CNPSA collection. M.
hyopneumoniae cultivation and protein extraction were performed as described in Pinto et

al. (2007).

Site directed mutagenesis and cloning of the tpx gene

The complete 495 bp tpx coding DNA sequence (CDS) was obtained from an E.
coli pUCI8 clone used in the genome sequencing of M. hyopneumoniae 7448
(Vasconcelos et al., 2005). A Trp-encoding TGA codon was mutated to TGG using the
megaprimer PCR method (Angelaccio & Bonaccorsi di Patti, 2002) with the following
primers: 5’-TTAGGAAAATTTTTTTAGATTTTCTTC-3’ (external reverse primer); 5’-
GCCCAATGGAAAGATGCTAATTTAG-3’ (mutagenic internal primer, with the mutated
codon underlined); and 5- ATGCAGACAAAATTTAAAAATAAATC-3’ (external
forward primer).

The mutated tpx CDS was cloned into the pGEX-4T-1 expression vector (GE
Healthcare) for expression as a fusion with glutathione-S-transferase (GST). The resultant

pGEX-4T-1::tpx construct was confirmed by sequencing.
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Recombinant MhPrx expression and purification

Fresh cultures of E. coli BL21 containing pGEX-4T-1::tpx were induced with 0.8
mM IPTG at 28 °C for 16 h. Cells were harvested, resuspended in PBS (10 mM Na,HPOy,,
1.7 mM KH,PO,, 137 mM NaCl, 2.7 mM KClI, pH 7.4) and sonicated at 75 Hz in an ice
bath. Triton X-100 (Sigma) was added to a final concentration of 2% and the cell extract
was centrifuged at 13,000 g for 30 min. Purification was performed in a Glutathione
Sepharose 4B (GE Healthcare) affinity column following the manufacturer’s
recommendations. The rMhPrx was recovered free of the GST tag after on-column
proteolytic cleavage with thrombin (Sigma) at 22 °C for 16 h. The concentration of rMhPrx
was determined by SDS-PAGE analysis of serial dilutions compared to known quantities
of BSA using a GS-800 densitometer (Bio-Rad) and the Quantity One v. 4.6.3 software

(Bio-Rad).

Size exclusion chromatography

Five hundred micrograms of rMhPrx in PBS were individually loaded onto a
Superdex 75 HR 10/30 (separation range: 3,000 — 70,000 Da) column (Pharmacia Biotech)
previously equilibrated in PBS. Chromatography was performed on a Pharmacia FPLC
system (Pharmacia Biotech) at a flow rate of 0.5 mL/min at room temperature and the
absorbance was monitored at 280 nm. The column was calibrated using protein molecular

mass standards under the same conditions.

Cross-linking assay

Cross-linking assays were carried out as described by Monteiro et al. (2007b).

Shortly, 80 pL of a 3 mg mL" solution of rMhPrx in PBS was incubated with 0.1%
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glutaraldehyde (v/v) at room temperature. Ten-microliter aliquots were collected at
different times and reactions were stopped by adding SDS sample buffer and boiling at 100
°C for 5 min. Cross-linked products were analyzed under reducing conditions on 15%

SDS-PAGE.

In vitro peroxidase activity assay

For each batch of purified rMhPrx, peroxidase activity was assessed in triplicates
using a MCO system (Li et al., 2004), with some modifications. Reaction mixtures of 20
uL contained 150 uM FeCls, 10 mM DTT, 0.1 pg pUC18 supercoiled DNA pL™, 0.1 mM
EDTA, 25 mM Tris pH 7.5. DNA nicking was assayed in the absence or presence of two
concentrations (3.75 uM and 7.5 uM) of rMhPrx, in the presence of 7.5 uM GST (negative
control) and in the absence of Fe’*t (positive control). Fractions of 5 uL were collected at
different times, inactivated with EDTA to a final concentration of 50 mM and
electrophoretically analyzed. Gels were photographed with Gel Doc XR (Bio-Rad) and the
Quantity One v. 4.6.3 software (Bio-Rad) was used to estimate the relative concentrations
of the observed bands. The percentage of plasmid supercoiled DNA remaining in each
treatment after 2 h of incubation was compared using one-way ANOVA followed by
Tukey’s Multiple Comparison Tests at a 5% significance level. All statistic analyses were

performed with SPSS v. 14.0 (http://www.spss.com/).

Western blotting
Anti-serum was produced by the immunization of three 60-day BALB/c mice with
four doses of 20 ug of rMhPrx, with 14 days intervals. Individual sera were pooled to form

the so-called anti-MhPrx serum. All procedures and experiments involving animals were
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performed according to Brazilian laws and were approved by the Ethical Committee of the
Universidade Federal do Rio Grande do Sul.

M. hyopneumoniae total protein extracts (80 pg/lane) were fractionated on 15%
SDS-PAGE gels and then transferred to nitrocellulose membranes (Amersham
Biosciences). Membranes were blocked with 5% (w/v) skim milk powder in PBS (blotto-
PBS) and incubated with anti-MhPrx serum or pre-immune serum. Antimouse IgG
peroxidase-conjugated antibody (Sigma) served as the secondary antibody and reactions

were visualized with the ECL Plus kit (GE Healthcare).

Sequence and phylogenetic analyses

The NCBI BLAST tool (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) was used to search for

orthologs of the MhPrx deduced amino acid sequence in the updated GenBank/EMBL and
SWISS-PROT databases. Multiple sequence alignments of MhPrx and other

peroxiredoxins were performed with Muscle v. 3.6 software (http://www.genebee.msu.su)

and edited using GenDoc v. 2.7.0 (http://www.genedoc.us). Phylogenetic relationships

were determined using the neighbor-joining (NJ) method and MEGA v. 4.0 (Tamura et al.,

2007).
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Results

Recombinant MhPrx production

The rMhPrx was overexpressed in E. coli and purified to homogeneity free of the
fusion with GST tag. After cleavage with thrombin, the resulting peptide was equal to the
native protein deduced sequence plus a GSPELGTL amino acid extension appended to its
N-terminus, resulting from the cloning approach. On SDS-PAGE analysis (Fig. 1a, lane
rMhPrx), a single band was observed with a molecular mass of approximately 18.5 kDa, as

expected.

Recombinant MhPrx dimerization

The rMhPrx dimerization was first tested by glutaraldehyde cross-linking
experiments. Results show that a band with apparent molecular mass of a MhPrx dimer is
visualized with a concentration of 0.1% glutaraldehyde from 0.5 min incubation and that
this association is further stabilized with longer incubation times (Fig la). In a second
approach, size exclusion chromatography was used to examine the rMhPrx apparent
molecular mass in non-denaturing conditions. The elution profile revealed a major peak
with the apparent molecular mass of a MhPrx monomer and a secondary peak with the
apparent molecular mass of a MhPrx dimer (Fig. 1b). SDS-PAGE analysis confirmed the
presence of the 18.5 kDa rMhPrx in all fractions collected from both peaks (data not

shown).
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Fig. 1. Dimerization of rMhPrx. (a) rMhPrx was cross-linked with 0.1% glutaraldehyde
for 0.5, 1, 5, 10, 20, 30 and 60 min, as indicated (top), and separated on 15% SDS-PAGE
followed by Coomassie blue staining. The gray arrow indicates the expected molecular
mass of MhPrx monomer (18.5 kDa). The black arrow indicates the cross-linked products
of approximately 37 kDa, the expected molecular mass of the dimeric form of MhPrx. The
relevant molecular mass standards are indicated (lane M). The purified recombinant MhPrx
(rMhPrx) was also included for reference. (b) Elution profile of rMhPrx chromatographed
on a Superdex 75 HR 10/30 column. BSA (69 kDa), ovalbumin (43.5 kDa), soybean
trypsin inhibitor (21 kDa) and cytochrome ¢ (12.8 kDa) were used as molecular mass
standards and their positions are indicated by arrowheads (top).

Peroxidase activity of rMhPrx

A MCO system was used to evaluate whether rMhPrx can protect supercoiled DNA
from degradation. The extent of DNA damage was evaluated by the relative quantification
of electrophoretically resolved pUC18 supercoiled and nicked (linear) forms in each
sample. Results obtained with a representative batch of purified rMhPrx are presented in

Fig. 2 and Table S1. Fig. 2(b) displays the percentage of supercoiled DNA remaining after
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2 h of incubation. In the absence of Fe’*, no nicking of plasmid DNA was observed in
comparison to plasmid incubated in water, whereas the same reaction including Fe**
caused a statistically significant decrease of the band corresponding to pUC18 supercoiled
DNA. The addition of rMhPrx at two concentrations (3.75 uM and 7.5 uM) prevented
nicking of the supercoiled DNA in the assay in comparison with the plasmid incubated
with the MCO system, but with no significant difference between the two concentrations of
enzyme. No protection of plasmid DNA was observed with 7.5 uM GST. The described

experiment was repeated for different batches of purified rMhPrx, always with equivalent

results (data not shown).

100 - 2 h incubation

Plasmid supercoiled fraction (%)

(b) - -MhPrx 7.5pM 375 uM GST
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Fig. 2. Recombinant MhPrx peroxidase activity assayed in a MCO system. (a)
Fractions were collected from the different treatment tubes and electrophoretically
analyzed in 1% agarose gel. The nicked form (N-DNA) and the parental supercoiled form
(S-DNA) of pUC18 are indicated. Fractions are from incubation of pUC18 in water (H,0O),
in the MCO system without FeCls (positive control; -Fe), and in the MCO system without
rMhPrx (negative control; -Prx) or in the presence of two different concentrations of
rMhPrx (7.5 uM and 3.75 uM); purified GST (7.5 uM; GST) was also used in place of
MhPrx as a negative control. Incubation time and the different conditions are shown above
each lane. (b) Fraction (%) of supercoiled DNA remaining after 2 h of incubation.
Treatments with no statistically significant difference (at a 5% level) in Tukey’s Multiple
Comparisons Tests are grouped with the letters a, b, and c. The percentage values represent
the relative intensity of the supercoiled band, in comparison to the sum of intensities of the
supercoiled band and the nicked band, for each treatment. Intensities were measured by
densitometry from three repeats using a single batch of purified rMhPrx. Standard
deviations are shown.

Table S1. MhPrx peroxidase activity assay data set used in the ANOVA and in the Tukey’s
Multiple Comparison Tests. The value ranges are also shown. The replicates I-III data
represent the percentage of supercoiled DNA remaining after 2 h of incubation for each
treatment. The results were obtained with a single representative batch of purified MhPrx.

Treatment Replicate Replicate Replicate Mean Standard Value

I II I deviation range
H;0 92.6 93.5 88.6 91.6 2.6 4.9
- Fe 86.8 84.2 77.4 82.8 4.8 9.4
- MhPrx 30.1 35.9 34.5 33.5 3.0 58
75uM 61.6 56.5 55.4 57.8 3.3 6.2
3.75 M 522 49.3 474 49.6 2.4 4.8
GST 24.6 343 27.0 28.7 5.1 9.7

Demonstration of MhPrx expression in different M. hyopneumoniae strains

The generated murine anti-MhPrx serum was used in western blot experiments to
probe protein extracts of three different M. hyopneumoniae strains (J, 7422 and 7448). As
shown in Fig. S1, a band between 15 and 20 kDa, in agreement with the expected
molecular mass of the monomeric form of MhPrx (18.5 kDa), was detected in all strains,

but is absent in replicate membranes probed with the pre-immune serum.
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Fig. S1. Detection of MhPrx expression in protein extracts from different M.
hyopneumoniae strains. Eighty micrograms of protein extract from three M.
hyopneumoniae strains (J, 7422 and 7448) were fractionated in 15% SDS-PAGE and
transferred to nitrocellulose membranes. Anti-MhPrx antiserum (a) or pre-immune serum
(b), both at a dilution of 1:2000, were used as primary antibodies. A peroxidase-labelled
anti-mouse IgG conjugate was used at a dilution of 1:5000. Purified rtMhPrx (rMhPrx) was
included in the analyses as a positive control. The arrow points to the 18.5 kDa bands
corresponding to MhPrx (in the J, 7422 and 7448 samples) and rMhPrx (in the control
sample). Molecular masses of the pre-stained standards (M) are indicated.
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Sequence analysis of MhPrx

MhPrx was regarded as a 1-Cys peroxiredoxin, since it has a single cysteine
residue. However, despite lacking a second cysteine residue (the so-called resolving
cysteine), a BLAST search against the NCBI databases using the MhPrx deduced amino
acid sequence as query sequence (data not shown) returned specific hits and detected
putative conserved domains only with the atypical 2-Cys peroxiredoxin subfamily, with no
significant similarity to 1-Cys peroxiredoxin subfamily members. Sequence alignment of
MhPrx and nine bacterial atypical 2-Cys peroxiredoxins (Fig. 3) revealed that the M.
hyopneumoniae enzyme presents conserved amino acid residues with these proteins
throughout its sequence, with overall identities and similarities ranging between 18% and
33%, and 36% and 51%, respectively. The catalytic triad is 100% conserved and five out
of eight residues of the putative dimerization domain are conserved (considering their
physiochemical properties), whereas the other three residues do not show similarity with
the subfamily members, although they are less conserved. MhPrx sequence was also
aligned with nine bacterial 1-Cys peroxiredoxins (Fig. S2), showing low overall scores of
similarity and identity (in the range from 3% to 9% and from 24% to 27%, respectively).
As expected, given that part of the catalytic mechanism is shared by all peroxiredoxins,

there is some conservation in residues of the active site.
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Fig. 3. Multiple sequence alignment of MhPrx and bacterial members of the atypical
2-Cys peroxiredoxin subfamily: Nine members of the subfamily are depicted in the
figure with MhPrx. Identical and similar amino acids (considering their physicochemical
properties) are denoted by black and grey backgrounds, respectively. Black rectangles
point to residues spatially related to the catalytic site, including the peroxidatic cysteine at
position 57 in MhPrx. Residues comprising the catalytic triad (#) and the putative dimer
interface (*) are indicated. Organisms from which sequences were taken (and sequence
accession numbers) are: Streptoccoccus pneumoniae (YP_816920), Escherichia coli
(NP_287864), Mycobacterium tuberculosis (1XVQ A), Haemophilus influenza
(NP_438910), Bacillus subtilis (NP_390827), Clostridium acetobutylicum (NP_349898),
Lactococcus lactis (NP_266460), Lactococcus johnsonii (NP_965009) and Pediococcus
pentosaceus (YP_804775).
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Phylogenetic analysis of MhPrx

To further investigate the evolutive relationships of mycoplasmal peroxiredoxins
with other bacterial orthologs, a phylogenetic tree was constructed. MhPrx and other three
mycoplasmal peroxiredoxins (from Mycoplasma synoviae, Mycoplasma mobile and
Mycoplasma pulmonis) were aligned to known atypical 2-Cys or AhpE-like peroxiredoxins
from 25 bacterial species, with the atypical 2-Cys peroxiredoxin from Saccharomyces
cerevisiae, Dot5p, as an out-group (Fig. 4a). Atypical 2-Cys and AhpE-like peroxiredoxins
grouped separately, as expected, supported by a bootstrap value of 99%. MhPrx, together
with the other mycoplasmal peroxiredoxins, grouped with the known atypical 2-Cys clade
rather than with AhpE-like clade.

An additional analysis was conducted within the Mycoplasma clade using
peroxiredoxins from seven different species (the four previously used plus those of
Mycoplasma agalactiae, Mycoplasma capricolum subsp. capricolum and Mycoplasma
penetrans), with the Acholeplasma laidlawii peroxiredoxin as out-group (Fig. 4b). This
analysis divided Mycoplasma species in two groups (one containing M. hyopneumoniae,
M. synoviae, M. mobile and M. pulmonis, and the other one containing M. agalactiae, M.
capricolum subsp. capricolum and M. penetrans) and showed that the closest sequence to

MhPrx is that from M. synoviae peroxiredoxin.
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Fig. 4. MhPrx phylogenetic relationships: (a) Neighbour-joining tree of aligned
peroxiredoxins of four Mycoplasma species (M. hyopneumoniae, M. synoviae, M. mobile
and M. pulmonis) and other 25 bacterial species from six genera and Saccharomyces
cerevisiae Dot5p (atypical 2-Cys peroxiredoxin, accession number NP_012255) as an out-
group. Organisms from which sequences were taken (and sequence accession numbers)
are: Atypical 2-Cys: Bacillus: B. licheniformis (YP_080231), B. pumilus (ZP_03055981),
B. amyloliquefaciens (YP_001422231), B. cereus (ZP_03108109), B. thuringiensis
(ZP_00740038), B. selenitireducens (ZP_02170589), B. clausii (YP_176238);
Streptococcus: S. agalactiae (NP_688140), S. pneumoniae (ZP_01408570), S. gordonii
(YP_001451072); Mycobacterium: M. tuberculosis (1XVQ A), M. ulcerans (YP_906643);
Streptomyces clavuligerus (ZP_03181049); Escherichia: E. albertii (ZP_02903301), E.
coli (NP_287864). AhpE-like: Streptomyces: S. sviceus (YP_002203881), S. coelicolor
(NP_626616), S. griseus (YP_001826644); Salinispora: S. arenicola (YP_001538397), S.
tropica (YP_001160179); Mycobacterium: M. vanbaalenii (YP_954537), M. gilvum
(YP_001134049), M. avium (NP_960925), M. tuberculosis (1XVW A), M. ulcerans
(YP_905342). (b) Neighbour-joining tree of seven aligned peroxiredoxins from the
Mycoplasma clade with the peroxiredoxin of Acholeplasma laidlawii, one of the first
mollicutes to evolve by genome reduction (Razin et al., 1998; Sirand-Pugnet et al., 2007),
as an out-group. Species representing the Mhy and Mpn clusters, defined by Oshima &
Nishida (2007), are indicated. Organisms from which sequences were taken (and sequence
accession numbers) are: M. hyopneumoniae (YP_287496), M. synoviae (YP_278491), M.
mobile (YP_015976), M. pulmonis (NP_326539), M. agalactiae (YP_001256344), M.
capricolum subsp. capricolum (YP_424787), M. penetrans (NP_757783), Acholeplasma
laidlawii (YP_001620344). Bootstrap test values (1000 replicates) are shown.
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Discussion

In the present study we demonstrated that MhPrx has a DNA-protecting peroxidase
activity and that it is expressed in both non-pathogenic (J) and pathogenic (7422 and 7448)
M. hyopneumoniae strains. Swine can generate ROS by means of both its immune
response and as byproducts of respiration, being H;O, and O, commonly present in the
host environment (du Manoir et al., 2002). It has also been demonstrated that mycoplasmas
themselves produce H,O, as byproducts of the glycerol metabolism, being this toxic
metabolite involved in virulence in species like Mycoplasma mycoides subsp. mycoides SC
and Mycoplasma pneumoniae (Bischof et al., 2008, Hames et al., 2009). Moreover, despite
of the absence of a known gene coding for SOD in its genome (Vasconcelos et al., 2005), a
Cu/ZnSOD activity has been demonstrated in M. hyopneumoniae (Chen et al., 2000),
catalyzing the dismutation of O, and contributing to the formation of H,O,. MhPrx is the
only H,O,-metabolizing enzyme identified in M. hyopneumoniae so far, and it is expected
to play a major role in detoxification of H,O, resultant from all the mentioned sources.

Our in vitro results with rMhPrx indicate that it exists in part as a dimer. Given its
similarity to members of the atypical 2-Cys peroxiredoxin subfamily, it is probable that
MhPrx native form is actually a dimer. It has been established that atypical 2-Cys
peroxiredoxins are active as dimers and eight amino acid residues are proposed to form the
dimer interface in this subfamily members (Choi et al., 2003, Wood et al., 2003, Rho et al.,
2006). In MhPrx, there is a partial conservation of the putative dimer interface, and
homodimerization probably involves these amino acid residues.

The MCO system has been largely used to assess ROS damage to DNA and other

biomolecules such as protein and lipids (Rho er al., 2006; Pushpamali et al., 2008;
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Suttiprapa et al., 2008) and has been previously used to assay the activity of
peroxiredoxins from different subfamilies (Li et al., 2004; Rho et al., 2006; Wang et al.,
2008). The Fe™* present in the MCO system reacts with O, generating the intermediate
product H,O, and ultimately hydroxyl radicals (OH") that can nick supercoiled plasmid
DNA into a linear form. Our results using the MCO system showed that MhPrx has a
peroxidase activity acting over the H,O, intermediate and protecting plasmid DNA from
nicking. Despite the apparent difference between the treatments with 7.5 uM and 3.75 uM
MhPrx, there was no significant difference using the Tukey’s Multiple Comparison Tests
post hoc analysis. However, the use of other ANOVA post hoc less stringent tests resulted
in significant difference between the two treatments (data not shown), and this lack of a
dose-dependence in our experiments is likely to be a consequence of the stringency of the
Tukey’s Multiple Comparison Tests.

During the peroxiredoxins catalytic cycle, the peroxidatic cysteine is first oxidized
to a sulfenic acid and is reduced in a second step. Assignment of enzyme names depends
on the nature of the reducing agent. In the MCO system assay, the reducing agent (DTT) is
artificial and, therefore, the MhPrx natural reducing agent remains to be identified. MhPrx
was originally described as a thiol peroxidase (Vasconcelos et al., 2005), but, since its
mechanism of action was not fully elucidated and at least some 1-Cys peroxiredoxins can
use non-thiolic electron donors to reduce the peroxidatic cysteine sulfenic acid
intermediate (Monteiro et al., 2007a), we decided to treat this enzyme generically as a
peroxiredoxin.

MhPrx expression in M. hyopneumoniae 7448 has been previously reported based
on proteomic studies (Pinto et al., 2007), where it appears as a strong spot even in

Coomassie Blue stained 2D SDS-PAGE. Here, we demonstrate that MhPrx is also
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expressed in the J and 7422 strains, in accordance with our unpublished proteomic results
(Pinto et al., manuscript in preparation). Microarray-based global transcription analyses
have not detected any changes in the expression level of the #px gene in the M.
hyopneumoniae 232 after exposure to HyO, (Schafer et al., 2007). Thus, the expression of
MhPrx in three different strains even under culture conditions may suggest additional roles
for this protein in the M. hyopneumoniae biology, resulting in a constitutive mode of
expression. Another possible explanation would be the expression of MhPrx in response to
endogenous oxidative stress, which is supported by the presence of genes (such as glpD)
that participate in ROS-generating metabolic pathways in this bacterium. High levels of
expression of peroxiredoxins have also been reported for E. coli, where they are among the
ten most expressed proteins (Link et al, 1997) and for mammalian cells, in which
peroxiredoxins represent 0.1-0.8% of soluble proteins (Seo et al., 2000) under standard
culture conditions and not only under induced oxidative stress.

Peroxiredoxin classification was originally proposed based on the number of
cysteines residues present in the protein sequence involved in the enzymatic mechanism
and in the conservation of residues around the catalytic cysteines (Rhee et al., 2005).
According to this classification, peroxiredoxins can be divided into two subfamilies, the 1-
Cys and the 2-Cys. The 2-Cys peroxiredoxins are further divided into typical or atypical
based on the formation of an intermolecular or an intramolecular disulfide bond in the
catalytic cycle, respectively. In our phylogenetic analysis, MhPrx grouped, along with the
other three mycoplasmal peroxiredoxins (from M. synoviae, M. mobile and M. pulmonis)
within the atypical 2-Cys subfamily. Accordingly, M. mobile and M. pulmonis, have two
cysteines in their amino acid sequences matching the conserved peroxidatic and resolving

cysteines present in atypical 2-Cys peroxiredoxins. M. agalactiae, M. capricolum subsp.
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capricolum and M. penetrans peroxiredoxins were excluded of this first analysis because
they did not group within any clade, but they also have two cysteines in their sequences.
However, M hyopneumoniae and M. synoviae peroxiredoxins have only the peroxidatic
cysteine, lacking the resolving cysteine. A 1-Cys peroxiredoxin with structure and
sequence showing more similarity to 2-Cys peroxiredoxins was reported in Mycobacterium
tuberculosis (AhpE) (Li et al., 2005) and a number of orthologs found in other organisms
(Stinear et al., 2007; Ohnishi et al., 2008) have been grouped with it into a new subfamily,
namely AhpE-like. However, in our phylogenetic tree, mycoplasmal peroxiredoxins did
not group with the AhpE-like peroxiredoxins, being more closely related to atypical 2-Cys
subfamily members.

M. hyopneumoniae and M. synoviae, along with M. mobile and M. pulmonis, are
members of the M. hyopneumoniae (Mhy) group, as proposed by whole genome sequence
analysis (Oshima & Nishida, 2007). On the other hand, M. penetrans is proposed to be a
member of the M. pneumoniae (Mpn) group, whereas M. agalactiae and M. capricolum
subsp. capricolum were excluded from the abovementioned analysis. Despite of its low
bootstrap values, our mycoplasmal peroxiredoxin phylogenetic tree presented an overall
arrangement that agrees with the classification described by Oshima & Nishida (2007),
separating M. penetrans (Mpn group) from the Mhy group. Altogether, these data suggest
that, within the Mhy group, as in M. hyopneumoniae and M. synoviae, an atypical 2-Cys
peroxiredoxin may have evolved to a 1-Cys peroxiredoxin by losing the resolving cysteine
and keeping the peroxidatic cysteine. The resultant peroxiredoxin is still functional, as
indicated by our rMhPrx in vitro assays, but its catalytic mechanism may differ from that

of atypical 2-Cys peroxiredoxins and remains to be elucidated.
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Further studies will be necessary to demonstrate MhPrx activity in vivo and to
investigate its specific roles in M. hyopneumoniae. It is likely that its primary function
would be the detoxification of H,O,, whether generated endogenously or in the natural
environment, and that its role would be essential for M. hyopneumoniae survival. This,
associated with the considerable divergence of MhPrx and mammal peroxiredoxins, turns
this enzyme into an attractive target to screen for inhibitors that could be used to drug
developing against porcine enzootic pneumonia. Currently, there are no specific inhibitors
of the peroxiredoxin family of enzymes, and they remain to be developed (Li et al., 2004).
Apart from being one of the few proteins related to ROS-protection identified in M.
hyopneumoniae to date and the first one to be functionally characterized, MhPrx came out
to be also extremely interesting from the evolutionary point of view. It is representative of
a possible group of atypical 2-Cys peroxiredoxins which have lost the resolving cysteine
residue without loosing their catalytic properties, and the future elucidation of its
mechanism of action may help to better understand the evolution of the peroxiredoxin

superfamily.
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3. Discussao final

No presente trabalho, foi demonstrado que a proteina MhPrx € expressa nas trés
cepas de M. hyopneumoniae analisadas e que a rMhPrx apresenta atividade peroxidética,
demonstrada em fun¢ao da protecdo de DNA. Este fato, associado a auséncia de ortélogos
de genes que codificam outras proteinas envolvidas na detoxificacio de ERO no genoma
desta bactéria, prontamente destaca a MhPrx como um possivel fator de viruléncia deste
organismo. Segundo CASADEVALL & PIROFSKI (1999), a definicdo de “fator de
viruléncia” ndo deve levar em conta apenas uma visdo centrada no patégeno, mas sim a
interacdo entre ele e o hospedeiro. De acordo com estes autores, um fator de viruléncia
seria qualquer componente do patégeno que causa dano ao hospedeiro ou que seja
essencial para a viabilidade de tal patégeno. Considerando que em suinos a resposta
imunoldgica inespecifica envolve a produc¢do de ERO, entre as quais H,O, (du MANOIR
et al., 2002), é provavel que a MhPrx esteja envolvida na detoxificagdo destes compostos
nocivos e, dessa forma, contribuiria para a viabilidade de M. hyopneumoniae uma vez que
este esteja estabelecido no suino.

Estudos recentes utilizando abordagens protedmicas (PINTO et al., 2007; PINTO et
al., submetido) e andlise de diferencas transcricionais em situacdes de estresse induzido
(MADSEN et al., 2006; SCHAFER et al., 2007, MADSEN et al., 2008) permitiram a
identifica¢do de outros possiveis fatores de viruléncia de M. hyopneumoniae e de proteinas
antigénicas possivelmente relacionadas com a sua patogenicidade. Através dos primeiros
estudos, particularmente, foi possivel identificar a expressdo de lipoproteinas, adesinas
como a p76, a p97 e a pl46 e a chaperona Hsp70, algumas delas sofrendo modificagcoes
pOs-transcricionais. Em uma comparagao quantitativa entre as cepas J, 7422 e 7448, pelo

menos 67 spots protéicos, incluindo proteinas envolvidas em citoaderéncia, foram
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encontradas como mais expressas nas cepas patogénicas do que na nao-patogénica. Nos
estudos transcricionais, também foi possivel identificar algumas lipoproteinas, adesinas e
proteinas de choque térmico sendo diferencialmente expressas nas situagdes de estresse
induzido. Contudo, os mecanismos de patogenicidade de M. hyopneumoniae, bem como
fatores de viruléncia especificos e sua regulacio, sdo ainda pouco conhecidos (MADSEN
et al., 2008). A confirmacdo da MhPrx como um fator de viruléncia poderd contribuir,
portanto, para a elucidacdo de mecanismos moleculares essenciais para a sobrevivéncia
desta bactéria quando em contato com o hospedeiro.

A presenca da MhPrx em todas as cepas de M. hyopneumoniae testadas, inclusive
na nao-patogénica (J), é um ponto que merece destaque. Cabe salientar que os
experimentos aqui realizados utilizaram bactérias crescendo em meios de cultura padrao
(FRISS, 1975), ou seja, um meio rico onde M. hyopneumoniae nao teria necessariamente
que expressar fatores de viruléncia para sobreviver. Entretanto, os sistemas de regulagao da
expressao génica de micoplasmas ndo estio totalmente elucidados e alguns pontos diferem
daqueles comumente encontrados em outras bactérias. Estes organismos, por exemplo, tém
apenas um fator sigma identificado (CHANG et al., 2008). O nivel relativamente alto de
expressdo da MhPrx nas trés cepas testadas, mesmo em condi¢des de cultura-padrio,
sugere que esta enzima pode estar sendo expressa de maneira constitutiva ou ter fungdes
adicionais. Uma possibilidade seria a expressio da MhPrx em resposta ao estresse
oxidativo enddgeno, uma vez que M. hyopneumoniae, assim como qualquer organismo,
apresenta rotas metabdlicas que poderiam resultar na produ¢do de ERO. Como exemplo de
componente de uma destas rotas, pode-se citar a presenga de um gene codificador de uma
NADH-oxidase (VASCONCELQOS et al., 2005), capaz de gerar H,O, a partir da oxidagdo

de NADH.
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Os experimentos aqui realizados nao permitem afirmar se a forma nativa da MhPrx
¢ um mondmero ou se ela se encontra em forma de dimero in vivo. De acordo com WOOD
et al. (2003), a forma ativa de peroxirredoxinas 2-Cys atipicas € dimérica, e oito residuos
de aminodcidos parecem formar uma interface de dimerizagdao. A dependéncia da formacao
de dimero para a atividade das peroxirredoxinas 2-Cys atipicas ndo é tao evidente quanto
para as peroxirredoxinas 2-Cys tipicas, uma vez que apenas nestas ultimas ha a formacao
de uma ponte dissulfeto intermolecular ao longo do ciclo catalitico (ver Figura 1.2). Da
mesma forma, as peroxirredoxinas 1-Cys ndo dependem da formacdo de uma ponte
dissulfeto intermolecular, ja que o agente redutor é externo. O fato de a MhPrx apresentar
apenas uma cisteina na sua seqiiéncia sugere que ela também nao dependa da formacgao
desta uma ponte dissulfeto intermolecular. Todavia, a MhPrx apresenta uma conservacao
parcial (cinco de oito residuos de aminodcidos) da possivel interface de dimerizacao das
peroxirredoxinas 2-Cys atipicas (assinalados na Figura 4 do manuscrito). Devido a
similaridade entre as peroxirredoxinas 2-Cys atipicas e a MhPrx, poder-se-ia imaginar que
esta enzima também se encontra em forma de dimero quando ativa, embora nao seja claro
como (e se) esta caracteristica esta associada com a sua atividade.

Entre as peroxirredoxinas de Mycoplasma spp. analisadas, apenas aquelas de M.
hyopneumoniae € M. synoviae apresentam uma cisteina em sua seqiiéncia, sendo que as
enzimas das outras espécies t€ém duas cisteinas, correspondendo as cisteinas peroxidatica e
de resolucdo da subfamilia 2-Cys atipica. Nas proteinas de M. hyopneumoniae e M.
synoviae, a posicao da cisteina de resolucdo € ocupada por um residuo de lisina (K; ver
figura 4 do manuscrito). Quanto a este aspecto, € importante destacar que o cédon que
codifica a lisina nos genes de ambas as espécies (AAA) nao € resultado apenas da variacao

de uma base nucleotidica, mas sim um cddon totalmente diferente daquele que codifica a
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cisteina (TGT) das peroxirredoxinas dos outros micoplasmas analisados. Geralmente, é
mais comum um evento de troca de aminoacidos envolvendo apenas um nucleotideo; apds
esta primeira mutacdo, os outros dois nucleotideos estariam menos propensos a sofrer
pressdo seletiva, ficando livres para mutar (GRIFFITHS et al., 2001). E pouco provével,
portanto, que dois eventos evolutivos independentes tenham gerado este novo cédon em M.
hyopneumoniae ¢ M. synoviae, pois aparentemente nao ha pressao seletiva para que o
codon AAA seja mantido ao longo do tempo. Assim, é cabivel se cogitar que esta troca de
codon tenha ocorrido em um ancestral comum a M. hyopneumoniae € M. synoviae.

Em uma comparagdo com o que ja estd descrito na literatura, arvores filogenéticas
geradas a partir de tDNA 16S (SIRAND-PUGNET et al., 2007a) ou de seqiiéncia
genomica total (OSHIMA & NISHIDA, 2007) agrupam M. hyopneumoniae € M. synoviae
em um mesmo grupo [hominis, conforme SIRAND-PUGNET (2007a), ou Mhy, conforme
OSHIMA & NISHIDA (2007)]. No entanto, estas duas classificagdes diferem no que diz
respeito a distancia entre estas duas espécies. Na drvore filogenética gerada a partir de
rDNA 16S, M. hyopneumoniae fica mais proximo de M. pulmonis do que de M. synoviae,
enquanto na andlise utilizando seqiiéncia gendmica total, M. synoviae fica mais proximo de
M. pulmonis e M. mobile, em vez de agrupar-se diretamente com M. hyopneumoniae. Para
sustentar a idéia de que as peroxirredoxinas de M. hyopneumoniae e M. synoviae tenham
realmente surgido de um ancestral em comum, sem admitir o surgimento do cédon AAA
por eventos evolutivos independentes, estas duas espécies deveriam ficar agrupadas entre
si, em vez de agruparem com espécies de micoplasmas que t€ém peroxirredoxinas contendo
dois residuos de cisteina.

Segundo RAZIN et al. (1998), é consensual entre taxonomistas de bactérias que

seqiiéncias gendmicas completas sdo a melhor base para a filogenia e, por fim, para a
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taxonomia. Na andlise feita por OSHIMA & NISHIDA (2007), foram utilizadas como base
para comparagcdo entre espécies as seqiiéncias de 143 proteinas, totalizando 43.370
posicdes de aminodcidos. E pertinente ressaltar, no entanto, que nesta analise ndo hé pesos
diferentes para cada posi¢ao de residuo de aminodcido, levando em conta cada uma delas
de forma igual. Poder-se-ia especular que, em um exame mais aprofundado, atribuindo
valores mais elevados para as posi¢des de residuos mais conservados (como por exemplo,
de dominios especificos de cada classe de proteinas ou de sitios cataliticos) seriam geradas
arvores ilustrando relagdes filogenéticas diferentes daquelas obtidas neste estudo. No caso
das peroxirredoxinas de micoplasmas, uma andlise mais criteriosa, atribuindo valores
maiores para as posicoes dos residuos AAA (para a MhPrx), e principalmente
considerando a conservacdo da cisteina de resolugdo nas espécies outras que M.
hyopneumoniae ¢ M. synoviae, poderia vir a agrupar estas duas espécies. No entanto,
somente uma andlise a partir de um nimero maior de proteinas e utilizando estes critérios
poderia estabelecer as relagdes filogenéticas deste grupo com maior confianga.

Através da andlise da seqiiéncia gendmica de M. hyopneumoniae, outros trés genes
possivelmente envolvidos na detoxificagdo de ERO foram identificados (VASCONCELOS
et al. 2005). Estes genes codificam as enzimas metionina-sulféxido-redutase, tiorredoxina
e tiorredoxina-redutase. A metionina-sulféxido-redutase tem fun¢do de reparar metioninas
oxidadas em proteinas danificadas por acdo de ERO. A tiorredoxina e a tiorredoxina-
redutase participam do ciclo catalitico de proteinas que se oxidam para neutralizar ERO,
como € o préprio caso de algumas peroxirredoxinas (WOOD et al., 2003). A partir de
elétrons retirados de um agente redutor (geralmente, NADPH), a tiorredoxina-redutase
reduz a tiorredoxina e esta ultima faz a reducdo dos intermedidrios oxidados destas

proteinas antioxidantes. PINTO et al. (2007) j4 demonstraram a expressdo tanto da
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metionina-sulféxido-redutase quanto de tiorredoxina em M. hyopneumoniae 7448. E
provavel, portanto, que estas duas proteinas estejam também envolvidas na prote¢do de M.
hyopneumoniae contra os efeitos nocivos de ERO.

No caso das peroxirredoxinas 1-Cys, o sistema formado por tiorredoxina e
tiorredoxina-redutase geralmente nao € responsdvel pela redu¢do do intermediario oxidado
da enzima. Contudo, partindo do principio que a MhPrx evoluiu a partir de uma
peroxirredoxina 2-Cys atipica (que, em geral, usa o sistema tiorredoxina/tiorredoxina-
redutase), através da perda de uma cisteina, € possivel cogitar que talvez este sistema tenha
um papel no ciclo catalitico desta proteina. Por outro lado, recentemente MONTEIRO et
al. (2007) demonstraram que, pelo menos para algumas peroxirredoxinas 1-Cys, o agente
redutor pode ser ndo-tidlico. Neste estudo, foi provado que o ascorbato também € capaz de
reduzir certas peroxirredoxinas 1-Cys de diferentes organismos. Se este for o caso da
MhPrx, a nomenclatura “tiol-peroxidase”, originalmente adotada quando da anotagdo do
genoma (VASCONCELOS et al., 2005), nao faria sentido para esta proteina, uma vez que,
apesar de apresentar atividade peroxiddtica, a reduc@o do seu intermedidrio oxidado nao
dependeria de um agente redutor tidlico. Por este motivo, foi adotada a nomenclatura
genérica de “peroxirredoxina” para tratar desta proteina ao longo deste trabalho.

Além de ser uma proteina com atividade relevante para M. hyopneumoniae, a
MhPrx se mostrou interessante do ponto de vista evolutivo da superfamilia das
peroxirredoxinas. A continuidade de seu estudo deve agregar conhecimento tanto em
relacdo pato-fisiologia deste organismo quanto no entendimento da evolucdo desta

superfamilia.
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4. Conclusoes e perspectivas

A MhPrx € uma proteina particularmente interessante por ser uma das poucas
enzimas identificadas em M. hyopneumoniae possivelmente envolvidas no sistema de
detoxificacdo de ERO e a primeira a ser funcionalmente caracterizada. Apesar da auséncia
de comprovacdo da atividade peroxiddtica in vivo, parece claro que a ela deva estar
atuando na protecdo de M. hyopneumoniae contra ERO produzidas pelo suino no processo
de infeccdo. Se isto se confirmar e esta enzima se mostrar realmente como um importante
fator de viruléncia, ela poderd ser utilizada como um alvo para tratamento terapéutico
visando ao controle da PMS. Além do interesse nesta proteina de um ponto de vista
funcional deste organismo, a MhPrx se mostrou diferenciada também por ser
possivelmente representante de um grupo de peroxirredoxinas 2-Cys atipicas que perdeu a
cisteina de resolucdo e que ndo havia sido descrito antes. Estudos futuros devem contribuir
para o entendimento de seu papel em M. hyopneumoniae e também no entendimento da
evolucdo da superfamilia das peroxirredoxinas. Como etapas imediatas de estudo, podem
ser citadas:

a) teste de atividade da MhPrx in vivo durante infec¢ao de M. hyopneumoniae;

b) busca de inibidores especificos para MhPrx visando ao desenvolvimento de
drogas para o controle da PMS;

c¢) verificacdo da interacdo com as proteinas tiorredoxina, tiorredoxina-redutase e
metionina-sulféxido-redutase, possivelmente relacionadas com protec¢do contra ERO;

d) caracterizacdo dos passos do ciclo catalitico da MhPrx (determinag¢do do agente
redutor natural e formagao de dimero da rMhPrx) bem como de um mutante contendo as
cisteinas catalitica e de resolucdo para examinar sua relacdo com a superfamilia da

peroxirredoxinas.
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