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RESUMO

Mycoplasma hyopneumoniae é uma bactéria caracterizada pela auséncia de parede celular e
genoma de tamanho diminuto. Nosso grupo tem como principal objetivo a compreensao da
regulacdo génica de M. hyopneumoniae, tendo sido realizados diversos estudos abordando
este tema, que determinaram a organizacdo genOmica deste organismo em unidades
transcricionais (UTs), bem como predisseram sequéncias promotoras e terminadoras
transcricionais. Este trabalho tem como objetivo avaliar a influéncia destes elementos
reguladores preditos na transcricdo génica de M. hyopneumoniae em diferentes condicfes de
cultivo. Portanto, foram selecionados como alvo genes que apresentaram maior
representatividade na condicdo controle de cultivo, ou que séo regulados nas condicGes de
estresse térmico ou oxidativo. Para confirmar a inducdo das condicbes de estresse foram
selecionados alvos especificos com base na literatura existente. Primeiramente, foram
realizadas andlises in silico para o refinamento dos dados de localizacdo de promotores e
terminadores, e para a classificacdo das UTs de acordo com a presenca destes elementos. Os
cultivos de M. hyopneumoniae 7448 foram realizados em meio Friis nas condicdes de cultivo
controle, estresse térmico e estresse oxidativo. A partir do RNA extraido foram sintetizados 0s
cDNAs através de reacdes de Transcricdo Reversa (RT), para cada condigdo. Os niveis de
transcritos foram verificados através de PCR quantitativo (qPCR), e o céalculo de expressao

relativa foi realizado pelo método 2T

corrigido pelo valor de eficiéncia dos primers, sendo
os resultados de expressdo relativa analisados estatisticamente. Na analise in silico foi
possivel determinar treze possiveis organizacbes das UTs de M. hyopneumoniae,
considerando a presenca ou auséncia de sequéncias promotoras e terminadoras preditas.
Através da metodologia de RT-gqPCR foi possivel confirmar a inducdo das condicGes de
estresse e determinar o perfil de expressdo dos genes alvo nas trés condicdes de cultivo
testadas. Estas informacdes, em conjunto com as predicdes de elementos reguladores,
permitem inferir a influéncia de promotores e terminadores na transcrigdo dos genes alvo. A
regulacdo da expressdo génica € um processo complexo que pode ocorrer de diversas
maneiras, portanto os resultados obtidos neste trabalho servem para agregar conhecimento ao

tema de regulacéo da transcricdo em M. hyopneumoniae.



ABSTRACT

Mycoplasma hyopneumoniae is a bacterium mainly characterized by lack of cell wall and
reduced genome. Our group aims to elucidate the regulation of gene expression in M.
hyopneumoniae. Previous studies had been done and were able to determinate the genomic
organization of this organism in policistronic units, named Transcriptional Units (TUs), and
had predicted sequences of promoters and terminators. This study aims to evaluate the
influence of these regulators elements on M. hyopneumoniae’s transcription at different
culture conditions. Target genes were selected based on high representability on transcriptome
data at standard condition, or up or down regulation at heat shock or oxidative conditions. To
confirm the induction of the stress conditions, target genes were selected based on current
literature. Initially, in silico promoter and terminator localization data refinement was
performed and the policistronic units were classified based on the presence or absence of
these regulators elements. Following this analysis, M. hyopneumoniae 7448 was cultured in
Friis broth at standard, heat shock and oxidative culture conditions. Reverse transcription
reactions were performed with RNA from each condition. The relative expression data for the
target genes were determinate by quantitative PCR (qPCR), and calculated by 2°T method
revised to primers efficiency value. The relative expression data was analyzed statistically.
The in silico approach demonstrated thirteen putative policistronic unit organizations in M.
hyopneumoniae genome, considering the presence or absence of promoter or terminator
predicted sequences. The results from RT-qPCR allowed the confirmation of stress induction
and determinate the target genes expression pattern at three culture conditions. Taken
together, the correlation of regulators elements prediction and these results allow us to suggest
the influence of promoters and terminators on target genes transcription. Gene expression
regulation is a complex process; therefore, the results obtained in this study increase the

knowledge about transcriptional regulation in M. hyopenumoniae.



1. INTRODUCAO

1.1 Género Mycoplasma

Mycoplasma € um género de bactérias, da classe Mollicutes, que compreende um
grupo de mais de 200 espécies, cuja principal caracteristica é a auséncia de parede celular.
Sao considerados os menores e mais simples organismos autorreplicativos ja identificados,
possuindo genomas pequenos que variam de 580 a 1350 kb, e alto conteudo A+T, de
aproximadamente 70 % (SIMIONATTO et al., 2013). Similarmente ao que se encontra em
outras espécies, a distribuicdo do contetdo G+C é desigual, sendo que em regibes
codificadoras o contetdo A+T é inferior ao de regides intergénicas (DYBVIG et al., 1996).

Morfologicamente, por apresentarem apenas uma membrana trilaminar simples, séo
préximos a bactérias gram-negativas. Entretanto, filogeneticamente, sdo préximos a bactérias
gram-positivas, compartilnando um ancestral comum com 0s géneros Streptococcus,
Lactobacillus, Bacillus e Clostridium (WOLF et al., 2004). A evolucdo da classe Mollicutes
teria ocorrido por degeneracdo ou reducdo do genoma de bactérias gram-positivas com alto
conteddo A+T, seguidas de perda de sequéncias gendémicas (WOESE, 1987). Concomitante a
isso, 0 modo de vida parasitario destas bactérias permitiu a compactacdo de seu genoma
(RAZIN, 1999).

Devido ao tamanho reduzido de seus genomas, a capacidade metabolica destes micro-
organismos € baixa, podendo ser relacionada a auséncia de alguns genes e rotas metabolicas.
Portanto, o crescimento das bactérias deste género é amplamente dependente de fatores do
meio, 0 que limita 0 metabolismo destes organismos (THACKER et al., 2010). Também
devido a seu tamanho reduzido, as coldnias de algumas espécies, como Mycoplasma
hyopneumoniae, podem ser visualizadas apenas através de microscopia eletrénica e,

geralmente, sua proliferacdo ndo leva a turbidez do meio de cultivo.

Muitos micoplasmas fazem parte da microbiota normal do hospedeiro, sendo alguns
patogénicos. Comumente, os micoplasmas patogénicos ndo causam doengas graves, mas sim
de curso crbnico que podem ser agravadas através de infeccBes oportunistas por outros
patdgenos. Embora geralmente sejam bactérias extracelulares que se aderem a superficie de
células e tecidos do hospedeiro, ja foram descritas algumas espécies ocupando o interior de
celulas eucarioticas (BASEMAN et al., 1995).



As caracteristicas peculiares dos micoplasmas citadas anteriormente fazem destes
organismos bons modelos para determinacdo do conjunto de genes necessarios para a
definicdo de uma célula minima (LLUCH-SENAR et al., 2015).

1.2 A espécie Mycoplasma hyopneumoniae

A espécie M. hyopneumoniae estd associada a suinos, sendo conhecida por ser o
agente etiologico da pneumonia enzodtica suina. Esta doenca afeta o trato respiratorio de
suinos, sendo caracterizada por altas taxas de morbidade e baixas taxas de
mortalidade, gerando significativas perdas econdmicas na area da suinocultura, devido ao
aumento do uso de medica¢Oes e diminuicdo do desempenho animal. Infecgcdes por M.
hyopneumoniae séo altamente prevalentes em suinos em grande parte das areas de producao
em todo mundo, estando presente em 38-100 % dos animais (MAES et al., 2008;
SIMIONATTO et al., 2013). A transmissdo desta bactéria pode ser tanto horizontal, quando
suinos infectados transmitem para animais sadios em virtude do compartilhamento do habitat,

quanto vertical, quando a fémea infectada transmite para sua prole (NATHUES et al., 2013).

A infeccdo por M. hyopneumoniae inicia com a sua aderéncia ao epitélio ciliado
respiratorio do animal, causando inicialmente ciliostase, seguida da destruicdo dos cilios e
podendo causar morte de células epiteliais (DEBEY et al, 1994). Este processo desencadeia
um processo inflamatdrio e supressdo das respostas imunoldgicas inatas e adaptativas, o que
torna o animal infectado mais suscetivel a infec¢bes secundarias, agravando o caso
(THACKER et al., 2010).

Até o momento, seis linhagens de M. hyopneumoniae tiveram seus genomas
completamente sequenciados: as patogénicas, 7448, 232, 7422, 168 e 168-L, e anao-
patogénica, J (MINION et al., 2004; VASCONCELLOS et al., 2005; SIQUEIRA et al., 2013;
LIU et al., 2011; LIU et al., 2013). O tamanho do genoma destas linhagens varia de 0,89 a

0,93 Mb, com conteddo G+C de aproximadamente 28 %.

A linhagem de M. hyopneumoniae 7448 foi utilizada em diversos trabalhos por nosso
grupo, com o objetivo de melhor caracterizar seu genoma e sua organizacdo génica. O
genoma desta linhagem contém 920.079 pb com 678 genes codificadores de proteinas, dos
quais 417 tém funcdo conhecida, de tal forma que cerca de 40 % dos genes preditos em M.
hyopneumoniae 7448 correspondem a proteinas hipotéticas (VASCONCELOS et al., 2005).



1.3 Organizacao génica em M. hyopneumoniae

Unidades Transcricionais (UTs) ou clusters génicos séo organizagdes gendémicas onde
0s genes estdo distribuidos em tandem ao longo do genoma, sendo geralmente delimitados por
um promotor a montante e um terminador a jusante, e cuja transcricdo ocorre de forma
policistronica. Analises de transcritos de genes organizados desta maneira auxiliam na

elucidacdo de mecanismos transcricionais de controle e regulacéo génica.

Estudos de determinacdo da organizacdo génica demonstraram que o genoma de M.
hyopneumoniae estd organizado preferencialmente em unidades transcricionais
(SIQUEIRA et al., 2011; SIQUEIRA et al., 2014B). Acredita-se que o reduzido nimero de
genes em micoplasmas e a organizacdo dos mesmos em unidades transcricionais sejam
resultado da minimizacdo dos genomas destes organismos. Isto também resulta na transcricéo
de grande parte das regibes intergénicas do genoma deste organismo (SIQUEIRA et al.
2014B; GARDNER et al., 2010).

Na linhagem 7448 de M. hyopneumoniae foi determinado que 0s genes deste
organismo estdo organizados em 121 unidades policistronicas e em 41 unidades
monocistrénicas (mCs), de acordo com uma anotacdo manual posteriormente confirmada por
RT-gPCR de alvos especificos (SIQUEIRA et al., 2011). Estas unidades abrigam cerca de 95
% das open reading frames (ORFs) preditas para este organismo, indicando uma alta
densidade génica dentro destas unidades. Além disso, a maioria das unidades policistronicas
contém duas ou trés ORFs, sendo que raramente o ndmero de ORFs é maior que oito
(SIQUEIRA et al., 2011).

1.4 Elementos promotores da transcri¢cdo génica

Promotores séo elementos essenciais para 0 inicio da transcricdo génica, pois
determinam a sequéncia especifica no DNA onde o complexo de inicio da transcricdo deve
ser formado, sendo importantes para a regulagcéo desta etapa. Em procariotos, 0os promotores
sdo as sequéncias de DNA em que a RNA polimerase e o fator sigma (o) (holoenzima) iréo se
ligar para dar inicio a transcri¢cdo. A especificidade desta ligagdo ao promotor depende da
variedade de fatores o existentes na celula. A ligacdo da RNA polimerase as sequéncias

promotoras pode ter sua atividade alterada, devido & interagdo com outras proteinas, como



ativadores e repressores, levando a regulacdo dos niveis de expressdo génica em determinadas

condigdes.

Em Escherichia coli os primeiros estudos sobre promotores foram realizados através
de experimentos de mutacdo destas sequéncias. No caso de micoplasmas existem poucos
estudos na literatura sobre a identificacdo de sequéncias promotoras. Um dos estudos
fundamentais abordando este tema identificou promotores putativos no genoma de M.
pneumoniae, através de analises empregando matrizes de o 70 de E. coli (WEINER et al.,
2000). Os promotores preditos neste estudo serviram como modelos para a construgdo de
matrizes para diferentes espécies de micoplasmas, tornando a busca por estas sequéncias mais
especifica. No entanto, ndo foram utilizados para um mapeamento completo do genoma

nestas espécies.

Nosso grupo desenvolveu um projeto para a identificacdo de sequéncias promotoras
em M. hyopneumoniae 7448 (WEBER et al. 2012). Experimentalmente, 23 sitios de inicio de
transcricdo (transcriptional start sites — TSS) foram analisados através da técnica de 5 RLM-
RACE e suas regides 5’ foram alinhadas para a determinagcdo de sequéncias consenso.
Atraveés deste trabalho foi possivel identificar uma sequéncia padréo, similar a regido -10 dos
promotores de E. coli. Com base neste resultado, foi construida uma matriz especifica para M.
hyopneumoniae 7448 que permitiu a predicdo de sequéncias promotoras no seu genoma, que
posteriormente foram parcialmente validadas através de RT-gPCR em alvos especificos
(SIQUEIRA et al.,, 2014A). Foi observado que alguns dos promotores preditos estdo
localizados em regiBes intergénicas dentro das unidades transcricionais deste organismo,

sugerindo a existéncia de promotores internos as unidades policistronicas.

1.5 Elementos terminadores da transcri¢ao génica

O término da transcricdo é uma etapa muito importante para que a expressdo génica
seja regulada corretamente. Em procariotos, os sinais de término da transcri¢do podem ocorrer

de duas formas distintas: terminadores fator-independentes e terminadores fator-dependentes.

Os terminadores fator-dependentes requerem a atuacdo do fator Rho (p), uma helicase.
Neste processo, o fator Rho se liga ao RNA e pausa o complexo de alongamento em sitios de
terminacdo. A atuacdo de fator Rho é complexa, dificultando a predi¢cdo de terminadores

fator-dependentes baseado somente na sequéncia nucleotidica do genoma do organismo.



Os terminadores fator-independentes, ou intrinsecos, resultam na dissociacdo do
complexo de alongamento da transcricdo causada por interacbes do RNA com a RNA
polimerase, sem a necessidade de proteinas auxiliares. Em E. coli, estes terminadores séo
caracterizados por sequéncias de DNA palindrémicas ricas em guaninas e citosinas, seguida
por uma cauda de timinas (CARAFA et al., 1990). No RNA, estas sequéncias formam
estruturas secundarias, em forma de grampo, através da ligacdo de bases complementares,
seguidas de uma cauda de uracilas. Este grampo desestabiliza o complexo de alongamento da

transcri¢ao causando a terminacao.

Em micoplasmas, a auséncia do gene rho indica que a terminacdo fator-dependente
ndo ocorra nestes organismos (MITRA et al., 2009). O genoma rico em A+T de bactérias
deste género dificultam a determinacdo de terminadores fator-independentes através do
calculo de energia livre, uma vez que as estruturas secundarias formadas no RNA irdo possuir
altos valores de energia livre em decorréncia das ligacdes fracas entre uridinas e adeninas.
Entretanto com o desenvolvimento de novas ferramentas de bioinformatica passou a ser
possivel a deteccdo de terminadores intrinsecos em genomas com baixo conteudo G+C.
Atraveés destas ferramentas, foi determinado que a terminacédo fator-independente apresenta o

principal mecanismo de terminacdo em Mollicutes (HOON et al., 2005).

Recentemente, predicdes de terminadores intrinsecos foram realizadas no genoma de
M. hyopneumoniae 7448 (FRITSCH et al., 2015). Para isso, foram utilizados trés softwares
com diferentes estratégias de predicdo: TransTermHP (KINGFORD et al., 2007), WebGesTer
(MITRA et al.,, 2011) e ARNold (NAVILLE et al.,, 2011). A validagdo parcial dos
terminadores preditos por estes programas foi realizada através da técnica de RT-gPCR em
alvos especificos, e permitiu a confirmacdo dos terminadores preditos. Os resultados in silico
deste trabalho demonstraram a presenca de terminadores intrinsecos em 74 % das unidades
policistrénicas e 82 % monocistronicas, sendo também observado a presenca de predicGes de
sequéncias terminadoras em regides intergénicas internas as UTs de M. hyopneumoniae 7448,

sugerindo a existéncia de terminadores internos as unidades.

1.6 Estudos transcricionais em M. hyopneumoniae

M. hyopneumoniae tem sido muito estudado no ambito de analises transcritbmicas.

Tais analises sdo informativas para a determinacdo dos niveis de expressdo de mRNA dos



genes deste organismo em diferentes condi¢des de cultivo, possibilitando melhor

compreender a estrutura do genoma e os mecanismos de infec¢do do mesmo.

Analises do transcritoma de M. hyopneumoniae 7448 na condicdo de cultivo controle
(meio Friis liquido a 37 °C por 24 h) permitiram a determinacdo de um perfil de expressdo
génica, identificando os genes com maior representatividade de transcritos na amostra
(SIQUEIRA et al., 2014B). Dentre estes genes, se destacam genes associados ao metabolismo
basal, chaperonas, adesinas, proteinas de superficie e transportadores. Considerando 0s
processos de patogenicidade, a determinacdo de altos niveis de transcritos de adesinas e
proteinas de superficie é importante, uma vez que estdo potencialmente relacionados a
capacidade de M. hyopneumoniae se ligar aos cilios do epitélio do trato respiratério do
hospedeiro (WILTON et al., 2009; TACCHlI et al., 2014).

Também foram realizadas analises do transcritoma de M. hyopneumoniae em
condicGes de cultivo atipicas através de microarranjo, permitindo a determinacéo do perfil de
transcricdo dos genes deste organismo em condigdes de estresse para a célula. Na condi¢do de
estresse térmico foi demonstrado que os genes regulados positivamente estdo relacionados ao
metabolismo e enovelamento de proteinas. Os genes regulados negativamente nesta condicéao
estdo associados a traducédo e replicacdo de DNA, indicando que mudancgas na temperatura
tornam a fisiologia celular mais lenta (MADSEN et al., 2006B). Na condicdo de estresse
oxidativo, 0s genes que apresentaram regulacao positiva estdo associados a sintese de tRNAs
e regulacdo, sugerindo que esta condi¢cdo leva a um aumento na sintese proteica. Os genes
regulados negativamente nesta condicdo estdo associados a replicacio de DNA e,
paradoxalmente, na montagem do ribossomo para conservacdo de energia da célula, e
processamento proteico, sugerindo que estes processos ocorrem mais lentamente nesta
condicdo (SCHAFER et al., 2007). Apos exposicdo a norepinefrina, foi determinado que os
genes regulados positivamente estdo associados a transcri¢do, traducédo e reparo de DNA, e 0s
genes regulados negativamente estdo relacionados principalmente a rotas metabolicas
(ONEAL et al., 2008). O perfil de transcri¢cdo génica de M. hyopneumoniae durante infeccéao
revelou que os genes positivamente regulados sdo na sua maioria transportadores de
membrana e lipoproteinas, enquanto que 0Ss genes negativamente regulados estdo
principalmente associados a processos de transcricdo e traducdo (MADSEN et al., 2008). Na
condicdo de deplecdo de ferro, os genes regulados positivamente estdo envolvidos com o
metabolismo e transporte na célula, e 0s genes negativamente regulados estdo associados a
traducéo e crescimento celular (MADSEN et al., 2006A).



A identificacdo e caracterizacdo de sequéncias promotoras e terminadoras é de
extrema importancia para a compreensdo da regulacdo da transcricdo génica. A existéncia
destes elementos dentro de UTs de M. hyopneumoniae corrobora com a hipotese de que
promotores e terminadores internos exercam influéncia sobre os niveis de expressdo génica
dos genes que compBem cada unidade policistronica. Esta hipotese foi parcialmente
confirmada através de analises da expressdo génica de nove genes alvo, onde foi possivel
observar variacao dos niveis de transcritos entre 0s genes de uma mesma UT (SIQUEIRA et
al., 2014A).



2. OBJETIVO

2.1 Objetivo geral

Localizar as sequéncias promotoras e terminadoras da transcricdo preditas in silico,
considerando a organizacgao génica, no genoma de M. hyopneumoniae, e determinar a possivel
influéncia destes elementos sobre a expressdo génica de alvos especificos em diferentes

condicdes de cultivo.

2.2 Objetivos especificos

e Localizar as sequéncias de promotores e terminadores preditas in silico no genoma
de M. hyopneumoniae, em relacdo as UTs.

e Estabelecer o padrdo de ocorréncia de sequéncias promotoras e terminadoras nas
UTs de M. hyopneumoniae.

e Extrair RNA de M. hyopneumoniae em trés condi¢bes de cultivo: cultivo controle,
estresse térmico e estresse oxidativo.

o Sintetizar DNA complementar (cDNA) a partir do RNA extraido, em cada uma das
condigdes em estudo.

e Analisar o perfil de expressdo génica dos alvos selecionados, através de PCR
quantitativo (qPCR) em cada uma das condices realizadas.

e Correlacionar a presenca de sequéncias promotoras e terminadoras aos niveis

transcricionais dos genes alvo.



3. METODOLOGIA

3.1 Analise in silico

O posicionamento das sequéncias promotoras e terminadoras no genoma de M.
hyopneumoniae foi realizado com base nos dados obtidos em trabalhos anteriores realizados
no laboratério (WEBER et al., 2012; FRITSCH et al., 2015). Esta etapa da andlise in silico
foi realizada com base na anotacdo mais recente disponibilizada no NCBI do genoma de M.
hyopneumoniae 7448 (NC_007332.1), empregando o programa de visualizacdo de genomas
Artemis Release 16.0.0.

Os dados referentes as sequéncias promotoras provém de uma matriz especifica para
M. hyopneumoniae 7448 construida pelo nosso grupo (WEBER et al., 2012). Esta matriz
analisou todo genoma deste organismo, desconsiderando o posicionamento dos genes
anotados, e classificou as sequéncias preditas de acordo com o threshold score (ts), como
promotores fortes (ts < 6.5) e fracos (4.2 < ts < 6.5). Foram preditas 2717 sequéncias, sendo
2115 promotores fracos e 602 promotores fortes (WEBER et al., 2012).

Os dados referentes as sequéncias terminadoras foram obtidos através dos softwares
de predicdo de terminadores Rho-independentes ARNold, TransTermHP e WebGesTer
(FRITSCH et al., 2015). Os programas Arnold e TransTermHP procuram por sequéncias
palindromes em todo o genoma, desconsiderando o posicionamento dos genes. Enquanto que
o programa WebGesTer permite o estabelecimento de parametros na analise destes elementos,
possibilitando determinar o numero de nucleotideos a montante e a jusante do ultimo
nucleotideo de cada gene em que a procura deve ser realizada; os parametros utilizados neste
caso foram 20 nucleotideos a montante e 270 nt a jusante do Ultimo nucleotideo de cada gene.
Como a predicdo do software WebGesTer leva em conta a posi¢do do Gltimo nucleotideo de
cada gene, uma nova busca foi realizada empregando a anotagdo mais recente do genoma de
M. hyopneumoniae 7448, diferentemente da empregada na predicao anterior (FRITSCH et al.,
2015). Para esta analise foram utilizados os mesmos parametros de FRITSCH et al., sendo 20
nt a montante e 270 nt & jusante do cédon de parada de cada gene. As predigdes dos outros
dois programas foram mantidas as mesmas realizadas anteriormente (FRITSCH et al., 2015).
Estas analises resultaram na predicdo de 1001 sequéncias terminadoras, sendo 439 obtidas
através do software ARNold, 334 do software TransTermHP, e 228 do software WebGesTer
(FRITSCH et al., 2015).
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Neste trabalho, os parametros utilizados para o posicionamento de sequéncias
promotoras foram 350 nt a montante e 50 nt a jusante do primeiro nucleotideo do cddon
iniciador do gene que inicia cada unidade. Para os promotores internos as UTs, 0s parametros
utilizados foram 60 nt a montante e 20 nt a jusante do primeiro nucleotideo do codon
iniciador de cada gene. Os parametros utilizados para o posicionamento de sequéncias
terminadoras foram: 20 nt @ montante e 270 nt & jusante do Gltimo nucleotideo do codon de
parada de cada gene. As representacdes dos parametros utilizados para o refinamento podem

ser visualizadas na Figura 1.

Promotor inicial Promotor interno

| Y | | S [ S
S & &

s P NN

Terminadores

[ .
\:|Gene Promotor T Terminador

Figura 1. Parametros para refinamento dos dados de promotores e terminadores. Representagdo dos
pardmetros utilizados para o refinamento das predi¢Ges anteriores de sequéncias promotoras e terminadoras em
M. hyopneumoniae, considerando a organizacdo do genoma em unidades transcricionais. Em cinza estdo
representadas as ORFs sendo suas extremidades definidas pelo cédon iniciador e terminador.

3.2 Projecéao de primers

Para analisar os niveis de expressdo génica em diferentes condi¢fes de cultivo, genes
alvo foram selecionados, levando em consideracdo resultados anteriores de expressao génica,
como: nivel de expressdao com maior representatividade na condigdo de cultivo controle, com
base nos dados obtidos na analise do transcritoma de M. hyopneumoniae 7448 (SIQUEIRA et
al., 2014B); ou que sdo regulados positiva ou negativamente nas condi¢Ges anteriormente
estudadas de estresse oxidativo (SCHAFER et al., 2007) e estresse térmico (MADSEN et al.,
2006B). Em alguns casos também foram desenhados primers para 0s genes que compartilham
a UT com os alvos citados acima, permitindo uma analise comparativa dos niveis de
transcricdo da unidade completa ou parcial. A lista de primers utilizados pode ser observada

na Tabela 1.



11

Tabela 1. Lista de primers para 0s genes alvos.

Fragmento Eficiéncia

uT* Gene Primer Sequéncia (5'-3") Tm (°C) (pb) o
P ww Dot COGCCTCDRROMS B w am
79K R TCACGATTTIOTIOGGCTICETS  srs L 1868
% MBI 1 rANGANCGCTOCTANGOGOAG  Sra 1% 1%
5w [T SCARIGMCTINSCERS TS 1 s
Rl
o e BT CUCHOOMOIONTE Bt i
o g W CCRCORTGONTATC S5 i
6 MHPTMEIN 1o GooeamACTITGACTOTATICCE  sea MO M8
1 weris e B2 CUCCTICNENONEACT BT i ams
ot WP COTACCIOMCAMCCOMES  TT i um
o e s SOF CUCKTORCCCTONTICS T HE un a
 MHPIA®SI3 b CCramTABACCOGOAGCARGTE s MO L84
o1_uih MR GATTACGGTCTITIAGGTICTIC 51y 18 18%
s1_lon R CAAATCCGAGGACATCGLS. g 15 18
1 MHPTMESS Gfp GocoTrriamTACACCGe  so 10 T
1w bBR _CGOTITGGGTATCTIGACTC g 150 183
S OC  yeocn CAGCCOTITIATCACCTOATE o W0 1%
116 MHP7448_656 656 F GGCAATTTCTGGGACAACAACAG 57.0 176 1,835

656 R CGACTAAACCAGGATAGGAATCC 54.6
* A unidade transcricional (UT) esta indicada de acordo com a anotagéo do genoma de M. hyopneumoniae 7448.
** A eficiéncia dos primers foi calculada pelo software LinRegPCR com base nos resultados de qPCR.

Para o controle das condicOes de cultivo analisadas, foram projetados primers para
genes anteriormente apontados como responsivos — positiva ou negativamente — as condicdes

analisadas. As informaces sobre estes primers controles sdo apresentadas na Tabela 2.



Tabela 2. Lista de primers controles para a confirmagéo das condi¢des de cultivo.

12

Regulacs _ . F Eficiénci
eglia(;ao Gene Primer Sequéncia (5'-3" Tm (°C) ra?Fr)E;nto |clin0|a
atpB F TCAGGCGTCCAGTGAATCTATC 563
E B 1 1,87
Teo ap atpB R TGCTTCATCCTGATTTACCTCC 545 86 878
ohSF GGGTGGGGTGAATTGATTGG 56.3
EO  glyS 165 1,865
) gy gySR CGCCAACATTAAACGATCAAGG 547
mglA F CAACCGCAAGTTTTCATCCTCG  56.9
EO A 15 1,878
) Mg mglA R ACCCGATCAGCGATTCCGATAAC 58.9 8 8
fisY F GTCAAAATGGGGTTTCGCAGG  57.1
EO  ftsy 1 1,937
VEO s fisY R CATCCATCGCTTCGCCAAGTC  58.7 65 93
dnak F CTGCTCCACGAGGTCTTCCCC 620
Ter  dnak dnaK R TCACGATTTTCTTCGGCTTCCTG ~ 57.5 181 1,868
dna) F GTCGAGGTTCCCAGCCCAACC  62.7
T 17 1
Ter dna) R TGACGGGGACTAAATTCGGGG  59.1 3 953
0ppC F CCGATTTCACAAGCCGATCCTG 584
cT C 178 1,861
T opp 0ppC R GAATCTGCCAGCGATTTGGG 56.7
oK F GCAGGCAGCAAAAACAAAGGCG  60.6
CT  gipK 158 1,888
) gp gbK R CACAAAAATCACTCGTGCGGCG  59.6
gbfF  GATCCTAGTGAAAGTCCAAGTG 608
T gIpF 174 1
Ter  gp gbfR CTGCCATCATACAAGCCCTG 62.4 889
" porAF GCATGATTTICCCGATCTCCAG 560 o, 572
e D pcrAR CTTCAGCTCCCCTTTCATTGGC 585 ’
333F TGGGCAATCAAGAAGCAAC 536
MHP7448_333 166 1,018
—°°333R TGAAAACGGAAAACACCTTG 515 :

* Resposta a nivel transcricional do gene a condicdo de estresse oxidativo (EO) ou térmico (CT) quando comparado
ao cultivo controle, de acordo com analises de microarranjo. As setas indicam regulagao positiva (1Y ou negativa (\).
** A eficiéncia dos primers foi calculada pelo software LinRegPCR com base nos resultados de gPCR.

*** Os primers do gene pcrA foram utilizados nas reagdes de PCR para confirmagéo do tratamento com DNase e

da sintese de cDNA. Os primers do gene MHP7448 333 foram utilizados na gPCR, como gene normalizador.

Para o controle das condig¢Oes de cultivo analisadas, foram projetados primers para

genes anteriormente apontados como responsivos — positiva ou negativamente — as condicdes

analisadas, de acordo com analises de microarranjo. As informacgdes sobre estes primers

controle sdo apresentadas na Tabela 2.

3.3 Linhagem bacteriana e condigdes de cultivo

Os experimentos realizados neste trabalho foram realizados com a linhagem

patogénica 7448 de M. hyopneumoniae, isolada de um suino que apresentava pneumonia
enzodtica suina (VASCONCELOS et al., 2005). Os cultivos foram feitos em meio Friis

liquido (FRIIS, 1975), a 37 °C por 48 h, sob leve agitacdo. O crescimento de M.
hyopneumoniae € visualizado pela acidificacdo do meio gerada pela oxidacdo da glicose,
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alterando o pH e ocasionando a mudanca de coloragédo do meio Friis para amarelo, devido a
presenca do indicador vermelho fenol.

Os cultivos foram realizados em meio Friis liquido, em trés condicGes diferentes: i)
controle: cultivado a 37 °C por 24 h; ii) estresse térmico: cultivo igual ao controle, seguido de
incubacdo a 30 °C por 2 h e a 42 °C por 30 min (MADSEN et al., 2006B); e, iii) estresse
oxidativo: cultivo igual ao controle, seguido da adicdo de 1 % de perdxido de hidrogénio e
incubacdo a 37 °C por 15 min (SCHAFER et al., 2007). Tais condic¢des de cultivo induzem
estresse as celulas de M. hyopneumoniae, permitindo posteriormente analisar os efeitos de

cada uma destas condigdes atipicas.

3.4 Extracdo e quantificacdo de RNA de M. hyopeneumoniae

Para cada condicdo de cultivo realizada foram feitas extracbes de RNA de M.
hyopneumoniae a partir de 30 mL de cultivo utilizando o kit Illustra™ RNAspin Mini RNA
isolation kit (GE Healthcare Life Sciences), seguindo a descricdo do fabricante, e
ressuspendido em 100 pL de dgua RNase-free (DEPC). A qualidade do RNA extraido foi

verificada em gel de agarose 1 %. As extracdes foram realizadas em duplicatas bioldgicas.

Os RNAs extraidos foram nomeados da seguinte forma: C1 e C2 (extragdes em
condicdo de cultivo controle); CT1 e CT2 (extracdes em condi¢do de estresse térmico); e,
EOL1 e EO2 (extracbes em condicdo de estresse oxidativo). E foram quantificados através do
kit de quantificacdo de RNA Qubit® RNA HS Assay kit (Thermo Fischer Scientific) pelo

equipamento Qubit® Fluorometer.

Para eliminacdo de DNAs contaminantes nas amostras de RNA foi realizado um
tratamento com DNase | (50 U/pL — Fermentas) em 3 pg de cada RNA, em um volume total
de 30 pL de reagdo. Os RNAs extraidos foram tratados com 40 U da enzima, e incubados a 37
°C por 30 min, seguidos de adicdo de EDTA e uma incubacgdo a 65 °C por 10 min, para
inativagdo da enzima. Apés o tratamento, a qualidade do RNA foi novamente verificada

através de gel de agarose 1 %.

Posteriormente, foram realizadas reagdes em cadeia de polimerase (PCR) com os

RNAs tratados, para confirmar a eficiéncia do tratamento, ou seja, a auséncia de DNA
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contaminante. O par de primers do gene pcrA foi utilizado nestas reagdes (Tabela 2). Os
resultados das amplificagdes foram verificados em géis de agarose 1 %.

3.5 Sintese de cDNA e confirmacéao por PCR

A sintese de DNA complementar (cCDNA) foi realizada através de reacbes de
transcricdo reversa (RT) para cada RNA extraido.

Para cada reacdo, com um volume final de 30 pL, foi utilizada 500 ng de RNA total,
132,5 ng de primer p(dN)6 randémico e 10 mM de dNTPs, incubados a 65 °C por 5 min, e
imediatamente incubado no gelo, para evitar a formacdo de estruturas secundarias no RNA.
Posteriormente, foi adicionado 10X Tampéo First Strand, e 0,1M de DTT, sendo incubados a
37 °C por 2 min. Por fim, exceto nas reacdes controle, foi adicionado 200 U da enzima
MMLV-RT (Moloney Murine Leukemia Virus Reverse Transcriptase) (Invitrogen) e
incubadas a 25 °C por 10 min, 37 °C por 50 min e 70 °C por 15 min. Os controles negativos
das reacOes de sintese foram realizados em paralelo, porém sem a adicdo de MMLV-RT. Os
cDNAs foram diluidos 1:5 com dgua DEPC, totalizando 100 pL, e armazenados a -20 °C.

Para confirmar a sintese de fita dupla foi realizada uma reacdo de PCR, utilizando
como molde cada cDNA sintetizado. Para estas reacdes foram utilizados os primers do gene
pcrA (Tabela 2). Os resultados foram verificados em géis de agarose 1 %.

3.6 PCR quantitativo

Os niveis de expressdo dos genes alvo foram verificados através de PCR quantitativo
em tempo real (RT-qPCR), utilizando o equipamento 7500 Fast Real-Time PCR System
(Applied Biosystems) e o sistema Platinum™ SYBR™ Green qPCR SuperMix — UDG

(Invitrogen).

Cada reacdo foi composta de 1 pL de cDNA diluido, 10 pmol de cada primer, 7,5 pL
de Platinum™ SYBR™, e 1 pL do reagente ROX (0,1 X), totalizando um volume final de 15
pL. As condicOes utilizadas para amplificacdo foram as seguintes: uma etapa de desnaturacéo
a 90 °C por 2 min, seguida de 10 min a 95 °C e 40 ciclos de 95 °C por 15 s, e 60 °C por 1 min.

O valor de corte (threshold) foi determinado manualmente, em uma regido linear da curva de
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amplificacdo logaritmica. A especificidade de cada par de primers foi analisada através de

curva de melting.

As reacdes aqui descritas foram realizadas juntamente com os seguintes controles do
método: reacdes sem cDNA (NTC) como controle da placa; e reacdes com os cDNAS
negativos de cada uma das extracOes realizadas (NRTC) como controle da RT realizada

previamente.

O célculo de expressdo relativa dos mRNAs foi realizado através do método 2T
(LIVAK et al., 2001), corrigido de acordo com o valor de eficiéncia dos primers. Os valores
de expressdo dos genes controle das condicOes de estresse e dos genes alvo foram
normalizados em relacdo ao valor de expresséo do gene MHP7448 0333 (MADSEN et al.,
2008; MOITINHO-SILVA et al., 2011; SIQUEIRA et al., 2014). Para cada gene alvo foram
realizadas triplicatas técnicas e duplicatas bioldgicas. As analises estatisticas da expressao
relativa dos genes alvo e da comparacdo dos genes de uma mesma UT foram realizadas
através do software GraphPad Prism 6, utilizando o teste One-way ANOVA by Tukey’s multi

comparision (P<0,05).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Refinamento das predi¢fes de promotores e terminadores

Neste trabalho, foram utilizados parametros mais restringentes, conforme descrito na
metodologia, sob os dados obtidos nas predi¢es de elementos promotores e terminadores
realizadas anteriormente, permitindo o refinamento das predigdes e possibilitando a
identificacdo dos elementos promotores e terminadores possivelmente verdadeiros em escala
genbmica. Além disso, este refinamento considerou a organizacdo genémica de M.
hyopneumoniae em UTs (SIQUEIRA et al., 2011). Apds a aplicagdo destes parametros, o
namero de sequéncias promotoras passou para 467 sequéncias, sendo 248 promotores fracos e
219 promotores fortes, e 0 numero de sequéncias terminadoras passou para 501 sequéncias,
sendo 94 preditas através do software ARNold, 196 do software TransTermHP, e 211 do
software WebGesTer.

4.2 Classificacdo das Unidades Transcricionais

As 121 UTs de M. hyopneumoniae foram analisadas quanto a sua organizagdo
gendmica, e classificadas de acordo com sua organizacdo. Foram identificados treze tipos

diferentes de organizacgdes (Tabela 3 e Figura 2).

Tabela 3. Classificacdo das organizagdes das unidades transcricionais.

Promotor  Promotor Terminador Terminador NuUmero Frequéncia

=
3

inicial interno interno final de UTs* (%) **
1 X X X X 39 32,2
2 X X X 15 12,4
3 X X 13 10,7
4 X X X 11 9,1
5 X 9 74
6 X X 7 5,8
7 X X X 6 5,0
8 X X 5 41
9 X X 5 4,1
10 X 3 2,5
11 X X X 3 2,5
12 3 2,5
13 X X 2 1,7

* Ndmero de unidades transcricionais de M. hyopneumoniae 7448 que apresentam esta
organizagao. A presenga de elementos reguladores esta indicada por (x).
** Frequéncia foi calculada com base no nimero total de 121 unidades transcricionais.
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Figura 2. Tipos de organizacio génica em M. hyopneumoniae 7448. Representacdo esquematica dos treze
tipos de organizaco génica das unidades transcricionais em M. hyopneumoniae, considerando sequéncias
promotoras e terminadoras preditas. As figuras ndo representam a realidade absoluta quanto ao nimero de genes
e posicBes dos elementos promotores e terminadores internos. As representacdes de promotores e terminadores
indicam a existéncia de pelo menos uma sequéncia reguladora predita na posi¢do indicada.

Dos 678 genes anotados de M. hyopneumoniae 7448, 103 possuem promotor e
terminador proprios; destes, 80 estdo dentro de UTs. Os genes escolhidos como alvos neste
trabalho, além de estarem envolvidos em rotas de interesse, também apresentam promotores e

terminadores préprios preditos.

4.3 Isolamento de RNA

A qualidade dos RNAs de M. hyopneumoniae extraidos em cada condicdo de cultivo
foi verificada através de géis de agarose 1 % (Figura 3A). A quantificacdo das amostras de

RNA determinou que as concentracdes dos RNAs extraidos variaram de 120 a 380 ng/uL.

Apo0s a quantificacdo, cada RNA foi tratado com DNase | para eliminacdo de DNAs
contaminantes nas amostras. A qualidade dos RNAs foi novamente verificada para garantir
que este tratamento ndo causou degradacdo as moléculas de RNA (Figura 3B). Além disso,
para confirmar o tratamento com DNase I, 0s RNAs tratados foram utilizados como molde em
reacOes de PCR. Cada amostra de RNA foi testada em uma reacdo juntamente com um
controle positivo da reacdo de PCR (DNA de M. hyopneumoniae), e um controle negativo da

reacdo de PCR (reacdo sem molde). Todos os tratamentos foram confirmados, uma vez que
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ndo houve amplificacdo nas reagGes utilizando RNA, indicando a auséncia de DNA na
amostra (Figura 3C).

A)
C CT

1. 2 1 2 1 2
Figura 3. Qualidade do RNA e tratamento com DNase |. Verificacdo da qualidade dos RNAs extraidos em
cada condigdo através de eletroforese em gel de agarose, A) antes e B) ap6s o tratamento com DNase . As
condigBes de cultivo estdo indicadas por: cultivo controle (C), estresse térmico (CT) e estresse oxidativo (EO).
Os nameros 1 e 2 indicam as replicatas bioldgicas. C) Exemplo da confirmag8o do tratamento com DNase | por
reacdo de PCR, empregando os primers do gene pcrA de M. hyopneumoniae 7448 (banda de 184 pb). As

canaletas indicam a reagdo com reacdo com RNA, o controle positivo da reacdo de PCR (+) e o controle
negativo da reacdo de PCR (-).

4.4 Sintese de cDNA

A sintese de cDNA a partir de cada amostra de RNA tratado foi confirmada através de
reacOes de PCR. Cada cDNA foi testado juntamente com um controle negativo da reacdo de
RT (sem transcriptase reversa), um controle positivo da reacdo de PCR (DNA de M.
hyopneumoniae) e um controle negativo da reacdo de PCR (reacdo sem molde). Todas as

reacOes foram confirmadas (Figura 4).

cDNA ¢ + -

Figura 4. Confirmagdo da sintese de cDNA. Exemplo da confirmacédo da sintese de cDNA por reacdo de PCR,
empregando os primers do gene pcrA de M. hyopneumoniae 7448 (banda de 184 pb). As canaletas indicam a
reacdo com cDNA, a reacdo controle da reagdo de RT (c-), o controle positivo da reacdo de PCR (+) e o controle
negativo da reacdo de PCR (-).
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4.5 Confirmacéo da indugéo das condigdes de cultivo em estresse

Para confirmar a inducéo de estresse nos cultivos realizados foram selecionados genes
alvo para o controle in vitro das condicdes de estresse térmico e oxidativo, baseado na
literatura existente. Nove genes, apontados como diferencialmente expressos em analises de
microarranjo (MADSEN et al., 2006B; SCHAFER et al., 2007), foram selecionados, sendo
eles: cinco genes regulados positivamente na condicdo de estresse térmico (glpK, glpF, dnak,
dnaJ e oppC), e quatro genes regulados positiva (atpB, glyS e mglA) ou negativamente (ftsY)
na condicdo de estresse oxidativo. Estes genes foram testados nas trés condicdes de cultivo

analisadas neste trabalho.

Dos genes confirmatérios da condicdo de estresse térmico, trés (glpK, glpF, dnaK)
tiveram sua expressdo relativa elevada quando comparados ao cultivo controle (P<0,05). O
gene dnaJ ndo apresentou expressdo diferencial nas condicGes analisadas. E o gene oppC
apresentou diminuicdo nos niveis de expressdo quando comparado ao cultivo controle
(P<0,05), comportamento divergente ao encontrado na literatura onde sua expressdo foi
elevada (MADSEN et al., 2006B). Além disso, é possivel observar que oppC apresentou
expressdo diferencial na condicdo de estresse oxidativo (P<0,05), mostrando que também é
regulado nesta condicdo e pode ser incluido como gene confirmatério da inducdo desta
condicéo (Figura 5).
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Figura 5. Expressao relativa dos genes confirmatérios da condicao de estresse térmico. Genes analisados
nas condigdes controle (C), estresse térmico (CT) e estresse oxidativo (EO). O grau de significancia da expressao
do cultivo em estresse comparado ao cultivo controle é de 95 % (*), 99 % (**), 99,9 % (***), ou ndo
significativo (ns).
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Dos genes confirmatorios da condicdo de estresse oxidativo, ftsY teve sua expressao
diminuida quando comparado ao cultivo controle (P<0,05), corroborando com os dados
gerados pela andlise de microarranjo (SCHAFER et al., 2007). O gene atpB também
apresentou diminuicdo no seu nivel de transcricdo nesta condi¢do (P<0,05), comportamento
divergente ao observado na anélise de microarranjo (SCHAFER et al., 2007). Os genes glyS e
mglA ndo apresentaram mudancas significativas nos seus niveis de expressdo. Também é
possivel observar que ftsY tem expressdo diferencial na condi¢do de estresse térmico em
relacdo ao cultivo controle (P<0,05), demonstrando que este gene também pode ser usado na

confirmacéo da inducéo desta condicdo (Figura 6).
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Figura 6. Expressdo relativa dos genes confirmatdrios da condigéo de estresse oxidativo. Genes analisados
nas condic¢des controle (C), estresse térmico (CT) e estresse oxidativo (EO). O grau de significAncia da expressao
do cultivo em estresse comparado ao cultivo controle € de 95 % (*), 99 % (**), 99,9 % (***), ou ndo
significativo (ns).

De modo geral, quatro dos genes testados para estresse térmico, e dois dos genes
testados para estresse oxidativo apresentaram expressdo diferencial nestas condicfes. Tais
resultados confirmam a inducdo de estresse térmico e oxidativo nos cultivos atraves das

metodologias empregadas.
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4.6 Perfil transcricional da UT 62

A UT 62, composta pelos genes glpK e glpF, foi analisada por completo e seus
resultados serviram como modelo de UT sem elementos internos, uma vez que esta unidade
possui organizacdo do tipo 5 (Figura 7A). Os resultados obtidos atraves de RT-gPCR
mostram que a expressdo relativa dos dois genes se mantém semelhantes entre si, sem
apresentar mudancas significativas, o que € condizente com a auséncia de elementos

reguladores internos a esta unidade (Figura 7B).
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Figura 7. Unidade transcricional 62 de M. hyopneumoniae 7448. A) Representacdo da organizacdo gendmica
da unidade, e B) comparacdo da expressdo relativa dos genes da unidade. Genes analisados nas condi¢des
controle (C), estresse térmico (CT) e estresse oxidativo (EO). O grau de significancia da expressdo do cultivo em
estresse comparado ao cultivo controle é de 95 % (*), 99 % (**), 99,9 % (***), ou ndo significativo (ns).

Os genes glpK e glpF estdo envolvidos na via metabolica da glicose e, como indicado
nos graficos de expressdo relativa individual de cada gene, ambos sdo regulados
positivamente na condicdo de estresse térmico quando comparados ao cultivo controle

(P<0,05), sugerindo uma maior atividade desta via nesta condi¢do (Figura 8).
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Figura 8. Expressdo relativa dos genes da UT 62. Genes analisados nas condigdes controle (C), estresse
térmico (CT) e estresse oxidativo (EO). O grau de significancia da expressdo do cultivo em estresse comparado
ao cultivo controle é de 95 % (*), 99 % (**), 99,9 % (***), ou ndo significativo (ns).
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4.7 Perfil transcricional da UT 7

A UT 7 possui organizacao génica do tipo 1 e é composta por nove genes, dos quais
dnaK e dnaJ foram analisados neste trabalho (Figura 9A). Estes genes codificam para
chaperonas (heat shock proteins), tendo papel no modelamento de proteinas na célula na
condigdo de estresse térmico. Os resultados obtidos atraves de RT-gPCR mostram que estes
genes tiveram expressoes relativas significativamente distintas, sendo dnaK o gene com maior

indice de expressao (Figura 9B).
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Figura 9. Unidade transcricional 7 de M. hyopneumoniae 7448. A) Representa¢do da organizacdo gendmica
da unidade, e B) comparacdo da expressdo relativa dos genes da unidade. Genes analisados nas condigdes
controle (C), estresse térmico (CT) e estresse oxidativo (EQ). O grau de significancia da expressao do cultivo em
estresse comparado ao cultivo controle é de 95 % (*), 99 % (**), 99,9 % (***), ou ndo significativo (ns).

Os promotores preditos para ambos os genes sdo classificados como fortes, 0 que nao
justifica a maior expressdo de dnaK. Portanto, a partir deste resultado (Figura 9B) é possivel
inferir a possibilidade de que o terminador de dnaK seja ativo, 0 que poderia estar causando a
diminuicdo da transcricdo de dnaJ. Além disso, tanto dnaK quanto dnalJ apresentam
elementos repetitivos preditos nas suas regides regulatdrias 5°, que poderiam estar envolvidos

na regulacao dos niveis de transcrigdo destes genes (CATTANI et al., 2016).

Como pode ser visto nos graficos de expressdo relativa individual, o gene dnaK
apresentou expressao relativa elevada nas condicdes de estresse térmico quando comparado
ao cultivo controle (P<0,05), 0 que é coerente com o esperado, dada a sua fungéo biolégica. O

gene dnaJ ndo apresentou expressdo diferencial nas condigdes analisadas (Figura 10).
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Figura 10. Expressdo relativa dos genes da UT 7. Genes analisados nas condigdes controle (C), estresse
térmico (CT) e estresse oxidativo (EO). O grau de significancia da expressdo do cultivo em estresse comparado
ao cultivo controle é de 95 % (*), 99 % (**), 99,9 % (***), ou ndo significativo (ns).

4.8 Perfil transcricional da UT 67

A UT 67 possui organizacao génica do tipo 2 e é composta por seis genes, dos quais
trés foram analisados, sdo eles MHP7448 391, MHP7448 392 e ftsZ (Figura 11A). Os genes
MHP7448 391 e ftsZ estdo envolvidos na divisdo celular, e MHP7448 392 codifica para uma
metiltransferase. Os resultados obtidos através de RT-gPCR mostram que ha diferencas
significativas entre os niveis de expressdo dos trés genes analisados na condigdo controle; ha
diferenca entre os niveis de expressdo de ftsZ e os demais genes na condi¢do de estresse
térmico; e que ndo ha diferenca significativa entres os genes na condicdo de estresse oxidativo
(Figura 11B).
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Figura 11. Unidade transcricional 67 de M. hyopneumoniae 7448. A) Representacdo da organizacdo
gendmica da unidade, e B) comparagdo da expressdo relativa dos genes da unidade. Genes analisados nas
condigdes controle (C), estresse térmico (CT) e estresse oxidativo (EO). O grau de significancia da expressao do
cultivo em estresse comparado ao cultivo controle é de 95 % (*), 99 % (**), 99,9 % (***), ou ndo significativo

(ns).

De modo geral é possivel observar que todos 0s genes apresentam altos niveis de

expressao relativa, o que pode ser justificado pela importancia bioldgica destes genes para a
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célula. Dentre eles, o gene MHP7448 391 apresentou o maior valor de expressao relativa,
sendo mais acentuado na condicdo de cultivo controle, o que poderia ser justificado pela

existéncia de repeticdes preditas a montante de seu promotor (CATTANI et al., 2016).

Devido a importancia de ftsZ na célula como proteina de divisdo celular, a existéncia
de um promotor préprio pode ser uma garantia da presenga do seu transcrito na célula em
quantidades controladas e precisas, independente da condi¢cdo em que a mesma se encontre.
Interessantemente, este gene apresentou o menor valor de expressao relativa nas trés

condicdes apesar da existéncia de promotor e terminador proprios.

Como pode ser visto nos graficos de expressao relativa individual de cada gene desta
unidade, o gene MHP7448 391 apresentou diminuicdo do nivel de expressdo relativa nas
condicdes de estresse térmico e oxidativo (P<0,05). O nivel de expressdo de MHP7448 392
se manteve constante nas trés condicdes analisadas. Enquanto que o gene ftsZ apresentou
aumento do nivel de expressao relativa na condicdo de estresse oxidativo (P<0,05)(Figura 12).
Também é possivel observar que os trés genes possuem altos valores de expressdo relativa,
demonstrando que seus transcritos sdo altamente expressos. Por se tratarem de proteinas de
divisdo celular este comportamento é coerente visto que a célula necessita constantemente de

seus produtos.
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Figura 12. Expressdo relativa dos genes da UT 67. Genes analisados nas condigdes controle (C), estresse
térmico (CT) e estresse oxidativo (EO). O grau de significancia da expressdo do cultivo em estresse comparado
ao cultivo controle é de 95 % (*), 99 % (**), 99,9 % (***), ou ndo significativo (ns).

4.9 Perfil transcricional da UT 91

A UT 91 possui organizacdo génica do tipo 1 e é composta pelos genes deoC, upp,
MHP7448 525, lon e tuf, sendo todos eles analisados neste trabalho (Figura 13A). Os
resultados obtidos através de RT-qPCR mostram que ha diferencas significativas entre os
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niveis de expressdo relativa dos genes analisados quando comparados ao gene tuf (Figura
13B). Também hé diferenca significativa entre o gene lon e os demais, e entre upp e 0s genes
deoC e MHP7448_525 nas condicGes controle e de estresse téermico (Figura 13C).
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Figura 13. Unidade transcricional 91 de M. hyopneumoniae 7448. A) Representacdo da organizacdo
gendmica da unidade, B) comparagdo da expressao relativa dos genes da unidade, e C) comparacdo dos genes da
mesma unidade, desconsiderando tuf. Genes analisados nas condicdes controle (C), estresse térmico (CT) e
estresse oxidativo (EO). O grau de significAncia da expressdo do cultivo em estresse comparado ao cultivo
controle é de 95 % (*), 99 % (**), 99,9 % (***), ou ndo significativo (ns).

Dentre os genes analisados, tuf se destaca por apresentar os maiores valores de
expressao relativa nas trés condicdes de cultivo analisadas. O papel deste gene na célula,
como fator de elongagéo TU (EF-TU), justifica este comportamento visto que se trata de um

fator necessario para a traducdo proteica. Além da importancia de sua funcdo bioldgica, este
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gene possui promotor e terminador proprios, bem como sequéncias repetitivas preditas a
montante (CATTANI et al., 2016), sugerindo que estes elementos podem estar atuando na

regulacdo da transcricdo deste gene.

Os genes deoC, upp, MHP7448 525 e lon compartilham o mesmo promotor, de
acordo com a predicdo realizada anteriormente, sendo esperado niveis de expressao
semelhantes (Figura 13A). Entretanto, os genes lon e upp apresentaram expressao relativa
superior aos demais. Tal fato pode ser justificado pela existéncia de sequéncias repetitivas a
montante destes genes (CATTANI et al., 2016), que poderiam estar atuando na regulacdo da

transcrigéo.

Como pode ser visto nos graficos de expressao relativa individual de cada gene desta
unidade, os genes deoC e upp apresentaram diminuicdo da expressao relativa nas condicoes
de oxidativo (P<0,05). O gene lon apresentou diminuicdo da expressdo relativa nas condicdes
de estresse térmico e oxidativo (P<0,05). Enquanto que os genes MHP7448 525 e tuf ndo

apresentaram expressao diferencial nas condicdes testadas (Figura 14).
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Figura 14. Expressdo relativa dos genes da UT 91. Genes analisados nas condigdes controle (C), estresse
térmico (CT) e estresse oxidativo (EQ). O grau de significancia da expressdo do cultivo em estresse comparado
ao cultivo controle é de 95 % (*), 99 % (**), 99,9 % (***), ou ndo significativo (ns).
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4.10 Perfil de transcricéo dos genes codificadores para adesinas

As adesinas tém papel importante na patogenicidade de M. hyopneumoniae, uma vez
que estdo envolvidas na aderéncia das celulas ao epitélio do trato respiratorio do suino
infectado. Neste trabalho, foram verificados os niveis de expressdo relativa de cinco genes
que codificam adesinas, sendo trés analisados individualmente (MHP7448 496,
MHP7448 513 e MHP7448 656) e dois cuja UT foi analisada por completo (MHP7448_198
e MHP7448 199).

Como pode ser visto nos graficos de expressao relativa, os genes MHP7448 496 e
MHP7448 656, que codificam as adesinas P216 e P65, respectivamente, € 0 gene
MHP7448 513, que codifica para o precursor do antigeno de superficie 46K, néo
apresentaram expressdo diferencial nas trés condicGes de cultivo analisadas, sugerindo que 0s
niveis de seus transcritos permanecam constantes, independente da condicdo em que a célula
se encontra (Figura 15). Interessantemente, estes trés genes apresentaram altos indices de
expressdo relativa, quando comparados com os indices gerais dos demais genes estudados no
presente trabalho, sendo MHP7448 496 o gene que atingiu o maior valor de expressao
relativa. Tal observacdo enfatiza a importancia do papel das adesinas na patogenicidade de M.

hyopneumoniae.
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Figura 15. Representacdo da organizacdo e expressdo dos genes que codificam adesinas. Organizagdo
génica e expressdo relativa dos genes A) MHP7448_ 496, B) MHP7448 513, e C) MHP7448_656. Genes
analisados nas condicOes controle (C), estresse térmico (CT) e estresse oxidativo (EO). O grau de significancia
da expressdo do cultivo em estresse comparado ao cultivo controle é de 95 % (*), 99 % (**), 99,9 % (***), ou
ndo significativo (ns).
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A UT 28 possui organizacdo génica do tipo 1 e é composta pelos genes
MHP7448 198 e MHP7448_199 que codificam para adesinas P97 e P102, respectivamente, e
um gene hipotético (MHP7448_197), sendo todos eles analisados neste trabalho (Figura
16A). Os resultados obtidos atraves de RT-gPCR mostram que a expressdo relativa do gene
MHP7448 197 é significativamente inferior a dos outros genes da unidade nas trés condigdes
analisadas, e que os genes MHP7448 198 e MHP7448 199 tém expressodes relativas
semelhantes nas condicBes de cultivo controle e estresse térmico, entretanto na condicdo de
estresse oxidativo o gene MHP7448 199 apresenta expressdo relativa significativamente

superior (Figura 16B).
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Figura 16. Unidade transcricional 28 de M. hyopneumoniae 7448. A) Representacdo da organizagdo
gendmica da unidade, e B) comparagdo da expressdo relativa dos genes da unidade. Genes analisados nas
condigdes controle (C), estresse térmico (CT) e estresse oxidativo (EO). O grau de significancia da expressdo do
cultivo em estresse comparado ao cultivo controle é de 95 % (*), 99 % (**), 99,9 % (***), ou ndo significativo

(ns).

Em um trabalho realizado recentemente pelo nosso grupo, o gene MHP7448 197 foi
um dos alvos para determinacdo da atividade de sequéncias repetitivas no genoma de M.
hyopneumoniae. Os resultados obtidos mostraram que as repeti¢des preditas a montante deste
gene ndo influenciam o seu nivel de transcricdo (CATTANI et al., 2016). Entretanto, as
sequéncias repetitivas preditas a montante do gene MHP7448 198 podem ter atividade e
influenciar os transcritos dos genes seguintes. Além disso, os genes MHP7448 198 e
MHP7448 199 sdo transcritos a partir do promotor a montante do gene MHP7448 197, e
também a partir do promotor a montante de MHP7448 198, gerando um aumento dos niveis
transcricionais destes genes. Tais hipoteses poderiam justificar a diferenca de expressédo

relativa entre o gene MHP7448 197 e os demais genes da unidade.

O perfil de transcrigdo dos genes MHP7448_198 e MHP7448 199, nas condicGes de

cultivo controle e estresse térmico, é condizente com as predigdes de promotores e
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terminadores, uma vez que estes genes apresentam um perfil semelhante por compartilharem

0s mesmos elementos reguladores.

Como pode ser visto nos graficos de expressao relativa individual de cada gene desta
unidade (Figura 17), o gene MHP7448 197 apresentou expressdo relativa diminuida nas
condicBes de estresse térmico e oxidativo em relacdo ao cultivo controle (P<0,05). O gene
MHP7448 198 ndo apresentou diferencas significativas nos niveis de expresséo relativa nas
trés condicOes analisadas. E 0 gene MHP7448 199 apresentou expressdo relativa elevada na
condicdo de estresse oxidativo quando comparado ao cultivo controle (P<0,05) (Figura 17). O
aumento deste gene nesta condicdo € interessante, pois se sabe que a inflamacdo gerada pela
infecgdo por M. hyopneumoniae leva a producéo de espécies reativas de oxigénio, causando

estresse oxidativo a célula.
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Figura 17. Expresséo relativa dos genes da UT 28. Genes analisados nas condicGes controle (C), estresse
térmico (CT) e estresse oxidativo (EQ). O grau de significancia da expressdo do cultivo em estresse comparado
ao cultivo controle é de 95 % (*), 99 % (**), 99,9 % (***), ou ndo significativo (ns).
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5. CONCLUSAO

As analises in silico permitiram a classificacdo de treze tipos de organizacdo das UTs
em M. hyopneumoniae, de acordo com a presenca ou auséncia de sequéncias promotoras e
terminadoras preditas no genoma. Naturalmente, softwares de predi¢édo estdo sujeitos a erros,
levando a identificagdo erronea de sequéncias ndo verdadeiras e ndo identificacdo de
sequéncias verdadeiras. Além disso, mudangas na anotacdo de genomas podem levar a
alteracdo da posicdo de genes, interferindo assim no resultado das predi¢des. Portanto, novas
informacBes sobre promotores e terminadores, ou outro elementos que possam estar
influenciando os niveis de expressdo génica, permitirdo uma melhor compreensdo dos

mecanismos regulatorios em M. hyopneumoniae.

Os resultados obtidos neste trabalho possibilitam a confirmacdo da inducdo das
condicdes de estresse térmico e oxidativo, visto que foram observadas diferencas
significativas entre os niveis de expressdo relativa de genes alvo no cultivo controle e nas
condicGes de estresse. Também foi possivel determinar o perfil de transcricdo dos genes alvo
nas trés condicdes aqui testadas, permitindo determinar quais genes sdo mais transcritos e
quais sdo diferencialmente expressos em condicGes de estresse térmico e oxidativo. Tais
resultados permitem uma melhor compreenséo do perfil transcricional de M. hyopneumoniae

nestas condicdes.

Ademais, a comparacdo dos indices de expressao relativa dos genes de uma mesma
UT permitem inferir a influéncia de elementos promotores e terminadores preditos in silico na
expressao génica de alvos especificos. Em alguns dos alvos testados tais elementos nao
justificam o perfil de transcri¢do, sugerindo a existéncia de outros elementos atuando como
reguladores, como sequéncias repetitivas, por exemplo. Tais sequéncias podem ser alvo de
proteinas reguladoras que podem estar controlando a transcri¢do, ou podem formar estruturas
secundarias que dificultam a continuagdo da traducdo; entretanto, mais informacdes sdo

necessarias para determinacdo do mecanismo de regulacdo da transcricdo destes genes.

E importante ressaltar que a regulacio da expressdo génica é um processo complexo
que pode ocorrer de diversas maneiras, portanto os resultados obtidos neste trabalho servem

para agregar conhecimento ao tema de regulacdo da transcricdo em M. hyopneumoniae.
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PERSPECTIVAS

Realizar as analises utilizando triplicatas bioldgicas, objetivando um resultado mais

verdadeiro, uma vez que o comportamento biolégico pode variar entre os cultivos.

Validar a predicdo dos elementos reguladores dos genes analisados no presente
trabalho através de RT-qPCR, utilizando as abordagens dos trabalhos anteriores para
validacdo dos promotores (WEBER et al., 2012), terminadores (FRITSCH et al.,
2015), sequéncias repetitivas (CATTANI et al., 2016), bem como a confirmacéo da
organizacdo em UTs (SIQUEIRA et al., 2011; SIQUEIRA et al., 2014A).

Relacionar os resultados obtidos com as informacdes detalhadas de promotores (fortes
ou fracos), terminadores (tcl, tc2, tc3), sequéncias repetitivas (em tandem,
palindrémicas, etc.), de acordo com os trabalhos realizados anteriormente (WEBER et
al., 2012; FRITSCH et al., 2015; CATTANI et al., 2016), visando enriquecer a analise
realizada no atual trabalho.

Analisar a nivel protedbmico o efeito da regulacdo transcricional proposta nos alvos

analisados neste trabalho.

Expandir os genes alvo deste trabalho, permitindo uma analise ampla do genoma de
M. hyopneumoniae quanto a influéncia de elementos reguladores na regulacdo génica

a nivel transcricional.
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