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RESUMO

Mycoplasma hyopneumoniae é o agente etioldgico da pneumonia enzodética suina (PES) e
causador de grandes perdas econdmicas na suinocultura a nivel mundial. As medidas
profilaticas atualmente disponiveis consistem principalmente na vacinacdo dos rebanhos
com bacterinas e administragdo de antimicrobianos, ambas as quais oferecem apenas
protecdo parcial contra a doenga e ndo sdo capazes de impedir a sua transmissao.
Majoritariamente, o controle da PES consiste na otimizacdo das praticas de manejo e
acondicionamento dos rebanhos de forma a reduzir a disseminacdo da doenca, bem como
no diagnostico precoce de infeccOes. Neste contexto, se faz necesséria a caracterizagdo
funcional e imunoldgica de novos antigenos de M. hyopneumoniae visando o
desenvolvimento de testes de imunodiagnéstico e métodos de imunizacdo mais eficazes.
Analises de protedmica comparativa realizadas entre M. hyopneumoniae e Mycoplasma
flocculare, a qual é uma espécie nao-patogénica e proximamente relacionada, demonstram
que a patogenicidade de M. hyopneumoniae pode estar relacionada com dominios
diferenciais presentes em proteinas expostas envolvidas com o reconhecimento, adeséo e
ativacdo de componentes da superficie celular ou da matriz extracelular do hospedeiro.
Levando isso em conta, foram realizadas analises comparativas entre os repertorios de
proteinas sollveis secretadas por ambas as espécies, a partir dos quais a proteina ndo
caracterizada Mhp308 foi selecionada como um novo alvo de estudo devido a predicdo de
um dominio de ligacdo a matriz extracelular em sua sequéncia. O alinhamento de
sequéncias proteicas revelou que o dominio predito se apresenta conservado em outras
espécies patogénicas de micoplasmas e ausente em Mycoplasma flocculare. Foram
realizadas predicfes in silico que identificaram a presenca de epitopos potencialmente
antigénicos na regido da Mhp308 que contém o dominio de ligacéo predito. A sequéncia de
DNA codificadora da regido da Mhp308 que abrange o dominio de ligacdo foi produzida
em sua forma recombinante visando a utilizagdo em ensaios funcionais e imunoldgicos para
investigar sua possivel atuacdo como fator de viruléncia e relevancia para desenvolvimento
de testes de imunodiagndstico, bem como auxiliar na elucidagdo dos componentes

envolvidos com o processo de infeccdo e estabelecimento da PES.



ABSTRACT

Mycoplasma hyopneumoniae is the etiological agent of porcine enzootic pneumonia (PEP)
and responsible for great losses in swine production worldwide. The main prophylactic
practices currently available consist of vaccination using bacterins and antimicrobic
administration, both of which are only able to offer partial protection against the disease
and are unable to prevent its transmission. Mostly, the control of PEP consists of the
optimization of the managing and housing practices in order to avoid disease spreading, as
well as the early diagnosis of infections. Considering this context, it is necessary to
characterize functionally and immunologically new M. hyopnemoniae antigens in order to
develop more efficient immunodiagnostic tests and immunization methods. Comparative
proteomics analyses performed between M. hyopneumoniae and Mycoplasma flocculare,
which is a non-pathogenic and closely related species, have demonstrated that M.
hyopneumoniae pathogenicity could be related to differential domains present in exposed
proteins that are involved with the recognition, adhesion and activation of components from
host’s cellular surface or extracellular matrix. Taking this into account, comparative
analyses were performed between the soluble secreted repertories from both species, from
which the uncharacterized protein Mhp308 has been selected as a new target of study due
to the prediction of an extracellular binding domain in its sequence. Protein sequence
alignment revealed that the predicted domain is conserved among other pathogenic species
of micoplasmas and absent in Mycoplasma flocculare. Furthermore, using an in silico
approach, potentially antigenic epitopes have been predicted in the region of Mhp308
which contains the predicted binding domain. The DNA coding sequence from the region
of Mhp308 that contains the predicted domain has therefore been recombinantly produced
aiming utilization in functional and immunologic essays in order to analyze its possible role
as a virulence factor and relevance as a candidate for the development of new
immunodiagnostic tests, as well as help to elucidate the components involved in the process

of infection and establishment of PEP.
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1. INTRODUCAO

1.1 O género Mycoplasma

O género Mycoplasma € composto por bactérias que se distinguem fenotipicamente
das demais por seu tamanho reduzido e auséncia total de parede celular, sendo por
consequéncia incluidas na classe Mollicutes (do latim mollis, macio; cutis, pele) (Razin et
al., 1998). A auséncia de parede celular explica muitas das caracteristicas presentes em
micoplasmas, como sensibilidade ao estresse osmotico e a detergentes, formacdo de
colonias irregulares e resisténcia a penicilina e outros antibidticos B-lactamicos inibidores
da sintese de parede celular (Razin e Hayflick, 2010). A inexisténcia de parede celular
também impede que micoplasmas sejam corados no teste de Gram, sendo por esse motivo
classificados como bactérias Gram-negativas. Apesar disso, estudos de gendmica
comparativa demonstram que as espécies deste género estdo filogeneticamente relacionadas
a bactérias Gram-positivas como as pertencentes aos géneros Bacillus, Clostridium,
Lactobacillus e Streptococcus (Wolf et al., 2004). Estes indicios ddo suporte genético para
a hipotese de que micoplasmas teriam evoluido a partir de um ancestral Gram-positivo com
baixo teor de G+C (guanina e citosina) através de processos de drastica reducdo genémica
(Sirand-Pugnet et al., 2007).

Os genomas de micoplasmas apresentam tamanhos que variam entre 580 kb para
Mycoplasma genitalium (McGowin et al., 2012), e 1.358 kb, para Mycoplasma penetrans
(Sasaki et al., 2002). Durante o processo de reducdo gendmica que ocorreu ao longo da
evolucdo de micoplasmas, foram perdidas porcBes consideraveis dos cromossomos das
espécies ancestrais, mas foram mantidas as sequéncias codificadoras essenciais para a
sobrevivéncia (Razin et al., 1998). Isso tornou os genomas de micoplasmas ricos em genes
altamente conservados. Devido a sua origem evolutiva, micoplasmas apresentam genomas
com baixo teor de G+C, o qual varia entre 24 e 33% (Razin et al., 1998). A pressao
exercida pelo alto indice de A+T (adenina e timina) é responsavel pela ndo utilizagdo do
codigo genetico padrédo, fazendo com que nestas espécies o codon UGA seja utilizado para
a codificacdo do aminoacido triptofano e ndo como codon de parada (Iriarte et al., 2011).

O processo de reducdo do genoma de micoplasmas ocasionou a perda de algumas

vias metabolicas como as rotas de sintese de purinas e o ciclo do &cido carboxilico
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completo (Fadiel et al., 2007), diminuindo sua capacidade de biossintese e tornando estas
espécies dependentes do microambiente em que se encontram para a obtencdo de
macromoléculas necessérias para seu crescimento tais como &cidos graxos, colesterol,
vitaminas, precursores de aminoacidos, dentre outras (Razin et al., 1998). Por esse motivo,
as espécies deste género evoluiram de forma a adotar um modo de vida parasita, sendo
amplamente encontradas em humanos e em outros animais ou plantas (Razin et al., 1998).
Uma vez estabelecidos em seu hospedeiro, micoplasmas podem viver de forma comensal
ou ocasionar doencas, as quais costumam seguir um curso crénico de desenvolvimento que
raramente leva a morte do organismo infectado (Razin e Hayflick, 2010). A maior parte das
espécies que infectam mamiferos apresenta alta especificidade quanto ao hospedeiro e
tecido, colonizando com maior frequéncia a superficie epitelial de mucosas tais como as do
trato respiratdrio e genital (Citti e Blanchard, 2013).

Durante o processo de evolucdo e adaptacdo ao modo de vida parasita, espéecies de
micoplasmas que colonizam organismos eucariéticos desenvolveram estratégias para
interacdo e adesdo as células do hospedeiro e para evasdo do sistema imune (Razin et al.,
1998, Rottem, 2003). A citoadesdo é o pré-requisito inicial para a colonizagédo e infeccgéo,
sendo necessaria para 0 estabelecimento tanto de espécies que atuam como parasitas
extracelulares quanto para as que possuem capacidade de penetrar e ocupar a regido
intracelular (Baseman et al., 1995, Zielinski e Ross, 1993). Em diversas espécies de
micoplasmas identificadas como patogénicas, a perda da capacidade de adesdo através de
mutacdes leva a perda da capacidade de infeccdo (Rottem, 2003), fazendo com que nestas
espécies 0s mecanismos de adesdo sejam considerados o0s seus principais fatores de
viruléncia. Devido a auséncia de parede celular, a membrana plasmatica destas bactérias
atua como a principal interface de interacdo entre patdgeno e hospedeiro (Citti e Blanchard,
2013) e mediadora do processo de adesdo. Este ocorre através da interacdo entre adesinas
bacterianas e receptores de membrana do hospedeiro, podendo contar também com a
participacdo de moléculas acessorias, motivo pelo qual a identificacdo e o estudo destas
proteinas constituem uma das etapas fundamentais para compreensdo do processo de
desenvolvimento de doencas causadas por micoplasmas. Outra caracteristica fundamental
para 0 estabelecimento e permanéncia de micoplasmas no organismo hospedeiro € a

capacidade de evadir e modular a resposta imune, fazendo com que a bactéria ndo seja
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eficientemente reconhecida e eliminada. Devido aos genomas reduzidos destas espécies,
estratégias de evasdo baseadas em regulacdo génica e geracdo de mutagdes aleatorias ndo
estdo presentes, encontrando-se substituidas por um mecanismo de geracdo de variacdo
antigénica que consiste no acoplamento de conjuntos de genes com mudancas genéticas
rapidas e reversiveis, 0s quais dao origem a um grande nimero de variantes de superficie
celular em uma populacéo isogénica (Citti et al., 2010). Além disso, no que se refere a
modulacdo da resposta imune gerada contra a bactéria, micoplasmas s&o capazes de induzir
ou suprimir a sintese de citocinas através da acdo de modulinas como as lipoproteinas

ancoradas a membrana (Rottem, 2003).

1.2 Mycoplasma hyopneumoniae e a pneumonia enzodtica suina

Mycoplasma hyopneumoniae é um patdgeno hospedeiro-especifico encontrado no
trato respiratorio de suinos (Stemke e Robertson, 1990) e agente etiolégico da pneumonia
enzoodtica suina (PES), sendo também considerado um dos patégenos mais clinicamente
relevantes no complexo das doencas respiratorias dos suinos (CDRS) juntamente com o
circovirus suino tipo 2 (PCV2) e o virus da sindrome reprodutiva e respiratoria suina
(PRRSV) (Chae, 2016). A prevaléncia de M. hyopneumoniae varia entre 38% e 100% em
praticamente todas as areas de criacdo de suinos (Simionatto et al., 2013), fazendo da PES e
do CDRS duas das principais preocupacdes para a suinocultura a nivel mundial.

A PES é uma doenca crbnica altamente contagiosa que atinge até 80% das criacbes
de suinos ao redor do mundo (Thacker et al., 1999) e caracteriza-se por altos indices de
morbidade e baixa mortalidade. Sua ocorréncia é responsavel por consideraveis perdas
econdmicas na suinocultura devido ao aumento no uso de antibidticos e a diminuigdo do
desempenho dos animais (Maes et al., 2008), uma vez que as quedas na produtividade
podem chegar a 20% sobre a taxa de conversdo alimentar e 30% sobre o ganho de peso,
dependendo da gravidade das lesdes e da ocorréncia de coinfecgdes (Sobestiansky et al.,
2007). A transmissdo da doenca ocorre majoritariamente através de transferéncia horizontal
de suinos infectados para ndo infectados, podendo também ocorrer transmissao vertical de

fémeas infectadas para sua prole durante a fase de aleitamento (Nathues et al., 2013).
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As principais caracteristicas da PES sdo o aparecimento de lesGes pulmonares e a
tosse cronica, além da reducdo na taxa de ganho de peso corporal e diminuicdo da
eficiéncia de conversdo alimentar (Maes et al., 2008) citadas no paragrafo anterior. O
desenvolvimento da doenca inicia-se com a colonizacdo do epitélio ciliado do trato
respiratorio inferior, como as superficies mucosas da traqueia, brénquios e bronquiolos. A
aderéncia de células de M. hyopneumoniae ao epitélio ciliado estimula uma resposta
inflamatoria cronica, causando ciliostase, perda de cilios, necrose tecidual e consequente
perda da funcgdo protetora do aparato mucociliar respiratério (DeBey et al., 1992, DeBey e
Ross, 1994). Os efeitos decorrentes da inducdo de uma resposta inflamatoria prolongada
juntamente com a supressdo e modulacdo da resposta imune geradas pela infeccdo por M.
hyopneumoniae (Thacker, 2001) predispdem o animal a coinfec¢bes com outros patdégenos
virais ou bacterianos como Pasteurella multocida (Amass et al., 1994), Actinobacillus
pleuropneumoniae (Ciprian et al., 1994), PRRS (Thacker, 2004) e PCV2 (Opriessnig et al.,
2004), levando a um agravamento do quadro clinico, geralmente identificado pelo
aparecimento de febre.

O controle e a prevencdo da PES sdo dependentes da eficiéncia dos métodos de
diagnostico empregados (Sibila et al., 2009). Os primeiros indicios de infeccdo em uma
criacdo de suinos podem ser sinais clinicos ou lesdes pulmonares observadas ap6s o abate
ou autdpsia (Sgrensen et al., 1997). A avaliacdo das lesdes pulmonares é utilizada como
uma forma de estimar a incidéncia de PES e a severidade da doenca a nivel de rebanho, no
entanto a inspecdo visual das lesdes estd limitada a etapa final da producdo, ndo sendo
capaz de fornecer dados sobre a salude dos animais ao longo do periodo de crescimento e
ganho de peso (Garcia-Morante et al., 2016). Além disso, lesGes pulmonares ndo séo
patognomonicas de infeccdo por M. hyopneumoniae, uma vez que lesdes semelhantes
podem ser causadas por outros patdgenos como o virus da influenza suina (Thacker et al.,
2001), impedindo que sejam utilizadas para um diagndstico preciso. De forma similar, a
presenca de outros patdgenos bacterianos como Actinobacillus pleuropneumoniae pode
levar a um quadro de pleurite capaz de mascarar as lesdes da PES, induzindo resultados
falso-negativos (Serensen et al., 1997). Atualmente, a cultura de M. hyopneumoniae a partir
de amostras de pulmdes de suinos abatidos € considerada a técnica padrdo-ouro para o

diagnostico devido a sua maior sensibilidade em comparacdo com outros métodos de
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deteccdo (Serensen et al., 1997). Entretanto, o isolamento de M. hyopneumoniae é
dificultado por seu crescimento fastidioso mesmo com a utilizagdo de meio de cultura
especializado (4-8 semanas para o isolamento da bactéria a partir de amostras de campo)
(Sibila et al., 2009) e pela alta taxa de ocorréncia de contaminacdo da cultura com outros
micoplasmas encontrados no trato respiratorio de suinos como M. hyorhinis e M. flocculare
(Maes et al., 2008), desencorajando sua utilizagdo rotineira. Por esse motivo, alternativas
ao diagndstico por cultivo baseadas na identificacdo soroldgica ou em técnicas moleculares
sd0 mais comumente utilizadas para determinar a presenca ou auséncia de M.
hyopneumoniae em uma amostra. Métodos baseados em ELISA sdo amplamente utilizados
no sorodiagndstico de PES a partir da deteccdo de anticorpos contra M. hyopneumoniae
(Sibila et al., 2009), sendo os mais comuns o kit comercial de ELISA de bloqueio (IDEI,
Mycoplasma hyopneumoniae EIA kit, Oxoid) baseado em um anticorpo monoclonal que
reage especificamente contra um epitopo de M. hyopneumoniae (Feld et al., 1992) e dois
tipos de ELISA indireto, um deles disponivel comercialmente (HerdCheck, IDEXX) e
outro produzido em laboratério a partir de antigenos de M. hyopneumoniae purificados com
o detergente Tween-20 (Nicolet et al., 1980). Apesar da alta especificidade proporcionada
pelos trés tipos de testes, algumas limitacGes das técnicas sdo a baixa sensibilidade (entre
35% e 63%) (Erlandson et al., 2005), a impossibilidade de diferenciar sorologicamente
animais vacinados de animais infectados, a variacdo na deteccdo dependendo da linhagem
de M. hyopneumoniae (Sibila et al., 2009) e ocorréncia de reatividade cruzada com M.
flocculare e Mycoplasma hyosynoviae (Neto et al., 2014). Com o0 avanco das técnicas de
biologia molecular, o diagndstico através de PCR baseado em regides espécie-especificas
do DNA ribossomal 16 S de M. hyopneumoniae (Calsamiglia et al., 1999) surgiu como
uma alternativa confidvel, rapida e barata para deteccdo da bactéria a partir de raspagens
traqueo-bronquiais ou fluido de lavagem bronqueoalveolar (Sibila et al., 2009).

O controle da PES consiste majoritariamente na otimizacéo das praticas de manejo e
acondicionamento dos rebanhos de forma a reduzir a disseminacdo da doenca em
associacdo com o uso de antimicrobianos e vacinagdo (Maes et al., 2008). Uma vez que M.
hyopneumoniae localiza-se aderido a superficie mucosa do trato respiratdrio, apenas
antimicrobianos capazes de atingir altas concentragdes no muco e nas secre¢des apresentam

eficiéncia in vivo (Simionatto et al., 2013). Devido a auséncia de parede celular, M.
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hyopneumoniae ¢ insensivel ao tratamento com antibidticos B-lactamicos como penicilina e
cefalosporina, e por este motivo antimicrobianos capazes de inibir a sintese proteica sdo os
mais indicados (Burch, 2004). Tetraciclinas e macrolideos sdo amplamente utilizados tanto
de forma profilatica quanto terapéutica no controle da PES e outras doencas respiratorias
(Vicca et al., 2004), apesar da existéncia de estudos que sugerem eficiéncia variavel e
desenvolvimento de resisténcia (Inamoto et al., 1994, Wu et al., 1997, Vicca et al., 2004,
Thacker et al., 2006). Animais tratados com antimicrobianos eficazes costumam apresentar
menos sinais clinicos, lesdes pulmonares e coinfeccdes (Ciprian et al., 2012), no entanto a
protecdo obtida é apenas parcial uma vez que ndo é possivel impedir a transmissao da
doenca, fazendo com que novos surtos possam ocorrer assim que o tratamento é
interrompido (Simionatto et al., 2013). De forma similar, as vacinas comerciais atualmente
disponiveis, as quais consistem em células bacterianas inativadas (bacterinas), agem como
atenuadores dos sintomas da PES, porém ndo sdo capazes de evitar a sua transmissao
(Meyns et al., 2006, Thacker et al., 1998, Thacker et al., 2000). Apesar disso, estudos
apontam que a vacinacao é capaz de diminuir o nimero de células bacterianas presentes no
trato respiratério do animal infectado (Meyns et al., 2006, Villarreal et al., 2012),
reduzindo desta forma a taxa de infec¢do a nivel de rebanho (Maes et al., 2008). Mesmo
incapaz de oferecer protecdo completa contra a PES, a vacinacdo é amplamente
disseminada como forma de controle da doenca, sendo aplicada em aproximadamente 70%
das criacdes de suino ao redor do mundo (Maes et al., 2008). Tamanha popularidade é
justificada pelos ganhos econdmicos obtidos, uma vez que as principais vantagens da
vacinacdo incluem aumento na taxa de ganho de peso, melhora na taxa de conversdo
alimentar, diminuicdo nos indices de mortalidade e reducdo dos gastos com tratamentos
baseados em antimicrobianos (Maes et al., 2008). Entretanto, considerando os altos custos
envolvidos na producdo das bacterinas devido as dificuldades do cultivo de M.
hyopneumoniae, bem como a eficiéncia relativamente baixa das mesmas, estudos
envolvendo o desenvolvimento de vacinas baseadas em antigenos recombinantes surgem
como uma abordagem promissora na busca por um método de imunizagdo eficaz.
Atualmente, encontram-se sequenciados 0s genomas de quatro linhagens de M.
hyopneumoniae (Liu et al., 2011, Minion et al., 2004, Vasconcelos et al., 2005), porém

poucos antigenos recombinantes foram avaliados para a geracao de vacinas experimentais
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(Chen et al., 2003, Chen et al., 2008, Fagan et al., 2001, King et al., 1997, Virginio et al.,
2014, Marchioro et al., 2014, Woolley et al., 2014, Jorge et al., 2014). Dentre os antigenos
testados, apenas uma minoria foi utilizada em ensaios de imunizacdo de suinos. A maior
parte dos antigenos recombinantes desenvolvidos foi utilizada apenas em ensaios
preliminares de imunizacdo de camundongos buscando a avaliagdo dos resultados obtidos

com diferentes adjuvantes e rotas de administracdo (Simionatto et al., 2013).

1.3 Fatores de viruléncia de Mycoplasma hyopneumoniae

A palavra “viruléncia” ¢ utilizada para descrever a capacidade apresentada por
alguns microorganismos de causar doencas ao interagirem com seu hospedeiro (Casadevall
e Pirofski, 2000). Este tipo de interacdo € dependente de fatores do hospedeiro, em especial
0 seu estado imunoldgico, motivo pelo qual microorganismos avirulentos podem ser
patogénicos ao infectarem hospedeiros imunocomprometidos e microorganismos
patogénicos podem ser incapazes de causar doenca em hospedeiros imunizados (Casadevall
e Pirofski, 2001). A viruléncia também é dependente de fatores do patdgeno, os chamados
fatores de viruléncia, os quais sdo codificados por genes de viruléncia e, uma vez
expressos, permitem que 0 microorganismo se estabeleca e se desenvolva em um
determinado hospedeiro (Wassenaar e Gaastra, 2001).

Com base nas informacdes obtidas a partir do sequenciamento dos genomas de uma
linhagem néo-patogéncia (J) e de linhagens patogénicas (232 e 7448) de M. hyopneumoniae
(Vasconcelos et al., 2005, Minion et al., 2004), uma analise gendmica comparativa
preliminar foi realizada com o intuito de identificar possiveis genes codificadores de fatores
de viruléncia (Ferreira e Castro, 2007). A identificacdo das CDS candidatas foi realizada
levando em conta fatores como descri¢do prévia ou existéncia de ortdlogos j& descritos,
presenca nas linhagens patogénicas e auséncia na linhagem ndo-patogénica ou variacao de
sequéncia entre as linhagens, codificacdo de proteina antigénica ou de superficie e provavel
associacdo do produto codificado com algum dos mecanismos de patogenicidade
conhecidos para M. hyopneumoniae (como por exemplo, adesdo ao epitélio respiratorio,
secrecdo e transporte entre células da bactéria e do hospedeiro e modulacdo da resposta

imune). Os principais potenciais fatores de viruléncia identificados neste estudo
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correspondem a genes codificadores de adesinas, proteinas imunogénicas, antigenos
variaveis, proteases e chaperonas.

Dentre os diferentes grupos de fatores de viruléncia preditos pela analise gendmica
comparativa, 0s genes codificadores de adesinas destacam-se devido ao carater
fundamental que o processo de adesdo ao epitélio respiratorio possui para o
estabelecimento da bactéria no hospedeiro e desenvolvimento da PES (DeBey e Ross,
1994). Historicamente, a adesina P97 é considerada um dos principais fatores de viruléncia
de M. hyopneumoniae devido a sua atuacdo chave enquanto mediadora do processo de
citoaderéncia (Ferreira e Castro, 2007, Zhang et al., 1995). No entanto, a existéncia de uma
CDS codificadora de uma forma funcional da adesina P97 no genoma da linhagem néo
patogénica J, a qual apresenta deficiéncia na capacidade de adesdo, reforca o carater
multifatorial deste processo e a complexidade dos mecanismos envolvidos com a
patogenicidade. Etapas de processamento pds-traducional como a fosforilacbes foram
identificadas para 5 das adesinas analisadas, bem como a existéncia concomitante de etapas
de processamento proteolitico para as adesinas P97 e P76 (Pinto et al., 2007). Além disso,
as CDS de todas as adesinas de M. hyopneumoniae ja descritas na literatura foram
identificadas por Ferreira & Castro em seu estudo de gendmica comparativa tanto nas
linhagens patogénicas como na linhagem n&o patogénica, sugerindo que a diferenca na
viruléncia estaria possivelmente relacionada com o padrdo de expressdo destas proteinas.
Estudos de protedmica comparativa realizados com as linhagens 232 (patogénica) e J (ndo-
patogénica) comprovaram que existem diferencas entre os padrdes de expressao de
adesinas entre estas linhagens (Li et al., 2009).

Uma segunda classe de possiveis fatores de viruléncia identificados consiste nos
antigenos variaveis. Estes se constituem principalmente de moléculas expostas na
superficie celular as quais podem apresentar variagdes em regides de sequéncias repetitivas
em tandem entre as diferentes linhagens bacterianas, constituindo uma estratégia para
evadir o sistema imune do hospedeiro (Vasconcelos et al., 2005). Uma terceira classe de
fatores de viruléncia putativos é constituida pelas proteases, as quais sdo capazes atuar
sobre a variabilidade da populacdo bacteriana através do remodelamento de antigenos
expostos, alterando o fendtipo da superficie celular (Djordjevic et al., 2004). Além disso,

proteases podem atuar no processamento pos-traducional das proteinas, encaminhando-as
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para a superficie da célula (Mei et al., 1997). Ainda considerando a relagdo entre
modifica¢bes pos-traducionais e patogenicidade, a classe de possiveis fatores de viruléncia
composta pelas chaperonas apresenta proteinas capazes de atuar no processamento pos-
traducional através do reenovelamento de proteinas como a P97 e outros poténcias fatores
de viruléncia ja identificados (Minion et al., 2004). Além disso, a identificacdo de clusters
de genes especificos em cada uma das linhagens analisadas, principalmente aqueles
identificados diferencialmente entre linhagens patogénicas e ndo-patogénicas, pode ser um
indicio de que os produtos codificados por estas sequéncias estejam envolvidos ou sejam

alvo de modificacdes relacionadas com a patogenicidade (Vasconcelos et al., 2005).

1.4 Interacdo entre Mycoplasma hyopneumoniae e 0 hospedeiro

M. hyopneumoniae € uma bactéria desprovida de parede celular. Desta forma, a
membrana plasmatica atua como a principal interface de interacdo com as células do
hospedeiro e mediadora do processo de adesdo, o qual € um pré-requisito fundamental para
seu estabelecimento (Razin e Hayflick, 2010). Este processo é majoritariamente mediado
via interacdes entre adesinas das familias P97, P102 e P159 com componentes da matriz
extracelular, glicosaminoglicanos (GAGS) e fibronectina presente na superficie das células
do hospedeiro (Deutscher et al., 2010, Seymour et al., 2012, Wilton et al., 2009, Deutscher
et al., 2012, Burnett et al., 2006, Jarocki et al., 2015). A importancia das adesinas no que se
refere a patogenicidade de M. hyopneumoniae é reforcada pelo fato da linhagem néo
patogénica J apresentar uma reducdo na capacidade de adesdo ao epitélio ciliado do trato
respiratério do hospedeiro, sendo essa caracteristica suficiente para impedir o
desenvolvimento da doenca (Zhang et al., 1995). No entanto, apesar de algumas adesinas ja
terem tido suas sequéncias identificadas com base no sequenciamento dos genomas de
quatro linhagens de M. hyopneumoniae (Vasconcelos et al., 2005, Minion et al., 2004, Liu
et al., 2011), seus mecanismos de agdo e suas contribuicdes especificas para a
patogenicidade ainda ndo sdao completamente conhecidos.

As adesinas frequentemente passam por etapas de processamento proteolitico através
das quais sdo gerados fragmentos proteicos capazes de se ligar a um repertério maior de

componentes presentes na matriz extracelular e na superficie das células do hospedeiro
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(Jarocki et al., 2015, Seymour et al., 2012, Deutscher et al., 2012, Deutscher et al., 2010,
Wilton et al., 2009). Dentre estes componentes, o plasminogénio destaca-se como um alvo
recorrente de reconhecimento e ligagdo por parte de bactérias patogénicas devido a sua
atividade ao ser convertido para a forma de plasmina (Raymond e Djordjevic, 2015). A
plasmina é uma serino-protease responsavel principalmente pela degradacédo de coagulos de
fibrina (Verhamme et al., 2015), e a capacidade que certas adesinas e outras proteinas
bacterianas apresentam de estimularem sua ativacdo a partir da forma zimogénica de
plasminogénio consiste em uma maneira de auxiliar no processos de motilidade, adeséo e
invasdo celular (Bhattacharya et al., 2012, Verhamme et al., 2015). Além disso, bactérias
também se utilizam das habilidades proteoliticas da plasmina para promover o
remodelamento da matriz celular gerando novos sitios de interacdo, combater moléculas
efetoras do sistema imune do hospedeiro, como as proteinas C3 e C5 que fazem parte do
sistema complemento e ativar metaloproteinases da matriz que auxiliam na destruicdo de

barreiras teciduais (Raymond e Djordjevic, 2015).
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2. JUSTIFICATIVA

As perdas econdmicas causadas pela PES e por doencas decorrentes de coinfeccOes
fazem das infeccBes por M. hyopneumoniae uma das maiores causas de prejuizo no setor da
suinocultura a nivel mundial (Simionatto et al., 2013, Maes et al., 2008). As medidas
profilaticas atualmente disponiveis consistem na vacinagdo dos rebanhos com bacterinas e
administracdo de antimicrobianos, ambas as quais oferecem apenas protecédo parcial contra
0 patdgeno e ndo sdo capazes de impedir a transmissdo da doenca (Maes et al., 2008).
Neste contexto, o controle da PES consiste majoritariamente na otimizacgdo das praticas de
manejo e acondicionamento dos rebanhos de forma a reduzir a disseminacdo da doenca
(Maes et al., 2008), bem como no diagndstico precoce de infeccbes (Sibila et al., 2009).
Desta forma, o estudo dos mecanismos de infeccdo de M. hyopneumoniae visando a
identificacdo de novos fatores de viruléncia bem como a avaliacdo de sua antigenicidade e
imunogénicidade surge como uma estratégia para o desenvolvimento de métodos mais
eficientes para o imunodiagndstico precoce e, futuramente, desenvolvimento de novas
formulagGes vacinais.

Considerando o carater fundamental das etapas de interacdo entre patdgeno e
hospedeiro para o estabelecimento de M. hyopneumoniae no trato respiratorio de suinos e
consequente desenvolvimento da PES, a investigacdo funcional e imunolégica de proteinas
envolvidas com os processos de reconhecimento, adesdo e ativagdo de componentes da
superficie celular ou da matriz extracelular ¢ uma abordagem promissora para a
identificacdo de novos fatores de viruléncia. Uma vez identificados, estes fatores podem se
tornar objetos de estudos visando analisar seu potencial para utilizacdo em testes de
imunodiagnostico.

Analises protedmicas recentes demonstram que dominios presentes em proteinas
expostas ao meio extracelular podem estar relacionados com a patogenicidade de M.
hyopneumoniae (Leal et al., 2016), motivo pelo qual proteinas que contenham dominios
preditos como envolvidos em processos relacionados com a viruléncia surgem como
candidatas a alvos de estudo. Desta forma, a investigagdo imunoldgica e funcional da
proteina ndo caracterizada Mhp308 identificada através de espectrometria de massas a

partir de sobrenadantes de culturas de M. hyopneumoniae tem como finalidade avaliar uma
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possivel atuacdo da mesma como fator de viruléncia atraves da atuacdo de um dominio de
ligacdo & matriz extracelular predito em sua sequéncia e, desta forma, auxiliar na
elucidacdo dos mecanismos envolvidos com a patogenicidade de M. hyopneumoniae para
além das ja descritas adesinas. Para tanto, sera avaliada a antigenicidade de uma versdo
recombinante do peptideo Mhp308D (rMhp308D) o qual contém o dominio predito de
ligacdo & matriz extracelular. Utilizando rMhp308D purificado serdo também realizados
ensaios de ligacdo ao plasminogénio, o qual consiste em um dos componentes presentes na
matriz extracelular cuja atividade ao ser convertido em plasmina é amplamente explorada
por bactérias patogénicas por auxiliar nos processos de motilidade, invasdo e evasdo do

sistema imune.

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

O objetivo deste estudo é a caracterizacdo imunoldgica e funcional de um dominio
predito de ligagdo a matriz extracelular presente na proteina secretada Mhp308 de
Mycoplasma hyopneumoniae.

3.2 Objetivos especificos

(i) Andlise in silico das sequéncias de aminoacidos de proteinas secretadas in vitro por M.

hyopneumoniae e detectadas por espectrometria de massas em sobrenadantes de cultivo;

(ii) Selecdo de uma proteina secretada de M. hyopneumoniae de interesse para estudos

funcionais e imunoldgicos com base em predigdes estruturais e funcionais in silico;

(iii) Andlises in silico do dominio predito;

(iv) Clonagem de regido da CDS da proteina selecionada contendo a sequéncia codificadora

do dominio predito e expressao do peptideo recombinante em E. coli;
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Andlise in silico das proteinas secretadas in vitro por Mycoplasma hyopneumoniae
visando a selecdo de alvo para estudos funcionais e imunoldgicos

As proteinas que constituem o secretoma solivel (Mukherjee e Mani, 2013) de
Mycoplasma hyopneumoniae 7448 foram identificadas a partir de sobrenadantes de cultura
através de espectrometria de massas (MS) e comparadas com o repertorio de proteinas
identificadas para Mycoplasma flocculare (Paes et al., 2017). As proteinas secretadas
identificadas foram submetidas a andlises in silico para a predicdo da localizacdo
subcelular, via de secrecdo, anotacdes funcionais e identificacdo de dominios. A localizacao

subcelular das proteinas foi predita utilizando PSORTb 3.0.2 (http://www.psort.org/psortb/)

(Yu et al., 2010), incluindo a predi¢éo de topologia de membrana utilizando TMHMM 2.0
(http://www.cbs.dtu.dk/servicess TMHMMY/) e Phobius (http://phobius.sbc.su.se/) (Kéall et
al.,, 2004). A presenca de peptideo-sinal foi predita utilizando SignalP 4.1
(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) ~ (Petersen et al.,,  2011), PrediSi

(http://www.predisi.de/) e Phobius (http://phobius.sbc.su.se/). A secrecdo por via nao-

classica sem a presenca de peptideo-sinal foi predita utilizando SecretomeP 2.0

(http://www.cbs.dtu.dk/services/SecretomeP/) (Bendtsen et al., 2005). O tipo de secre¢do

de cada proteina identificada foi classificado como “classico” se o peptideo-sinal foi
identificado por pelo menos dois softwares e “ndo-classico” se a predicao via SecretomeP
foi positiva e peptideo-sinal ndo foi identificado por nenhum dos outros softwares.

A anotacdo funcional das proteinas conforme os agrupamentos de grupos ortélogos
(COGs) foi realizada utilizando o banco de dados EggNOG 4.5
(http://eggnogdb.embl.de/#/app/segscan) (Huerta-Cepas et al., 2016). Proteinas com funcao

desconhecida foram classificadas como nédo caracterizadas e analisadas quanto a presenca
de dominios funcionais utilizando InterPro 56.0 (https://www.ebi.ac.uk/interpro/) (Mitchell
et al., 2015) e Pfam 29.0 (http://pfam.xfam.org/) (Finn et al., 2016). A predicdo do
potencial antigénico das proteinas foi realizada utilizando VaxiJen 2.0 (http://www.ddg-

pharmfac.net/vaxijen/VaxiJen/VaxiJen.html) (Doytchinova e Flower, 2007).

Os critérios utilizados para a escolha da proteina alvo para estudos foram, em ordem

hierdrquica: (i) deteccdo exclusivamente nos extratos de sobrenadantes de cultura de M.
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hyopneumoniae, (ii) auséncia de anotacdo funcional, (iii) presenca de dominio predito

possivelmente relacionado com viruléncia e (iv) presenca de peptideo-sinal predito.

4.2 Analises in silico do dominio de interesse predito

A conservacdo do dominio de interesse dentro dos niveis taxondmicos foi
determinada utilizando Protein Blast (BLASTP) e considerando >40% de identidade para
determinacéo de ortélogos. O alinhamento das sequéncias ortologas foi realizado utilizando
ClustallW (Chenna et al., 2003). A predicdo de epitopos antigénicos reconhecidos por
linfocitos B foi realizada utilizando BCPred (http://ailab.ist.psu.edu/bcpred/predict.html)
(El-Manzalawy et al., 2008), BepiPred 2.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/BepiPred/)

(Jespersen et al., 2017) e o método semi-empirico descrito por (Kolaskar e Tongaonkar,
1990) (http://tools.iedb.org/bcell/).

4.3 Amplificacdo e clonagem de parte da CDS da Mhp308

A amplificacdo de um fragmento da CDS de Mhp308 (GeneBank: AAZ53681.2) no
qual estd presente a sequéncia codificadora de um dominio predito de ligagdo a matriz
extracelular foi realizada a partir do DNA gen6mico da linhagem 7448 de M.
hyopneumoniae utilizando um par de oligonucleotideos iniciadores especificos (Tabela
1A). Sequéncias de 17 ou 24 nucleotideos homdlogos ao vetor pGEX-TEV foram
adicionadas as extremidades 5’ dos oligonucleotideos inicadores de forma a atuarem com
tags para recombinacdo homologa. Foram testadas duas abordagens para a clonagem do
produto de amplificagdo, ambas utilizando vetores plasmidiais que propiciam a expressao
da proteina recombinante em fusdo com uma cauda de GST na regido amino-terminal. A
clonagem por recombinagdo homdloga in vivo no vetor pGEX-TEV foi realizada na
linhagem KC8 de E. coli seguindo protocolo descrito anteriormente (Parrish et al., 2004). O
plasmideo pGEX-4T1-TEV é derivado do vetor de expressdo pGEX-4T1 (Amersham
Biosciences), porém foi modificado para incluir a sequéncia codificadora do sitio de
clivagem da protease do tabaco etch virus (TEV) entre a regido do sitio de clivagem e a
sequéncia codificadora da GST. O vetor pGEX-TEV foi linearizado por clivagem com a

endonuclease de restricdo Xhol (Promega) e desfosforilado com a enzima fosfatase alcalina
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de camardo (SAP, GE Healthcare). A clivagem dos plasmideos foi confirmada por
eletroforese em gel de agarose 0,8%. Células de E. coli KC8 foram transformadas por
choque térmico com 50 ng do vetor pGEX-TEV linearizado e 50 ng do produto de PCR a
ser clonado em 25 pl de tampdo KCM (200 mM KCI; 60 mM CaCl,; 100 mM MgCl,).
Apds o choque térmico, as células foram incubadas em 1 ml de meio de cultura YT (16 g/L
triptona; 10 g/L extrato de levedura; 5 g/L NaCl) a 37°C por 3 h e plagueadas em meio
seletivo com antibidticos (kanamicina 10 pg/ml e ampicilina 100 pg/ml). A clonagem
tradicional utilizando endonucleases de restricdo e DNA-ligase de T4 (Thermo Fischer
Scientific) foi realizada conforme protocolo disponibilizado pelo fabricante. Para tal, o
vetor pGEX-4T3 e o produto de amplificacdo foram digeridos com as enzimas de restricao
BamHI e EcoRI. Posteriormente foi realizada a desforforilagcdo do vetor pGEX-4T3 clivado
utilizando SAP e em seguida o inserto e vetor clivados foram incubados em uma proporg¢éo
3:1 (respectivamente) com 5 U de DNA-ligase de T4 a 16°C por 16h. Foram utilizadas
aproximadamente 10 ng de DNA proveniente da reacdo de ligacdo para transformar células
de E. coli XL1-Blue eletrocompetentes através de protocolo de eletroporacdo. Apés a
transformacéo, as células foram incubadas em 1ml de meio de cultura YT a 37°C por 1h e
plagueadas em meio seletivo com antibidticos (tetraciclina 12 pg/ml e ampicilina 100
pg/ml). As colbnias obtidas a partir de ambas as técnicas de clonagem foram testadas
quanto a presenca de plasmideo contendo o inserto de interesse através de PCR de coldnia
utilizando um par de oligonucleotideos iniciadores complementares a regides do vetor
adjacentes ao sitio de clonagem (Tabela 1B). A extracdo dos plasmideos de colénias
identificadas como positivas foi realizada através de protocolo de lise alcalina utilizando
0,2 N NaOH e 1% SDS seguida de digestdo com as enzimas de restri¢do utilizadas no passo
de clonagem para confirmar a presenca do inserto com o tamanho correto. A separacéo
entre o plasmideo linearizado e o inserto foi avaliada por eletroforese em gel de agarose
1%.

4.4 Padronizagéo da expressao da Mhp308D recombinante

Para a etapa inicial de padronizacdo da expressao foram utilizadas duas linhagens de

E. coli BL21(DE3) (pLyse e RIL). As linhagens transformadas foram cultivadas em 5 ml de
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meio YT com antibidticos (cloranfenicol 34 pg/ml e ampicilina 100 pg/ml) até ODsgo = 0,8.
A inducdo da expressdo foi realizada com a adicdo de 0,1 mM de IPTG as culturas
bacterianas seguida de incubagdo a 37°C com agitacdo de 200 rpm durante 4h. Amostras
coletadas antes e depois do periodo de inducdo foram analisadas através de SDS-PAGE
12%.

Para a avaliacdo da solubilidade do peptideo recombinante, as linhagens
transformadas foram cultivadas em 100 ml de meio YT com antibidticos e a inducdo da
expressao foi realizada seguindo as mesmas condicGes descritas no paragrafo anterior.
Apbs o periodo de inducdo, as culturas bacterianas foram centrifugadas a 7.000 rpm
durante 6 min a 4°C. O precipitado celular obtido foi ressuspendido em 3 ml de PBS
seguido da adicdo de 0,5 mg/ml de lisozima e incubagdo em banho de gelo por 25 min. Em
seguida foram adicionados 5 mM de DTT e diferentes concentragdes de sarcosil 30% a
cada uma das amostras. As amostras referentes as quatro condi¢@es de solubilizacdo foram
submetidas a pulsos sonicos (sonicador VC601 Sonic and Materials Inc.) em banho de gelo
(8 pulsos de 30s com amplitude 40) de forma a romper as células bacterianas e os lisados
foram centrifugados a 10.000 g por 20 min a 4°C para separacdo das fracbes sollvel
(sobrenadante) e insoltuvel (precipitado). Foram adicionados 2% de Triton X100 aos
sobrenadantes de cultura e os precipitados foram ressuspendidos em 3 ml de PBS. As
fracOes sollveis e insollveis obtidas a partir das diferentes condi¢Ges de solubilizacao
foram analisadas através de SDS-PAGE 12%.

Tabela 1: Oligonucleotideos iniciadores utilizados na amplificagdo e clonagem de mhp308D

Oligonucleotideo

AR Sequéncia (5° — 3°) Pares de base

iniciador
(D): TGGTTCCGCGTGGATCCCCGTAATTTAATCACAAATTTTAATTCAAATAT 50

(A) Mhp308D
(R): CGAGGCAGATCGTCAGTCAGTCAATTAGTGGAAATCTCATCATTTAATGC 51
(D): CCT GGA TGC GTT CCC AAA 18
(B) pGEX-ALT

(R): CGA CAC CCG CCA ACA CC 17

(D) iniciador direto (R) iniciador reverso. Nucleotideos indicados em negrito correspondem as sequéncias das
tags para recombinacdo homéloga.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Selecdo e descricdo de uma proteina ndo caracterizada contendo um dominio
predito de ligacdo a matriz extracelular

Visando a identificacio de novos potenciais fatores de viruléncia de M.
hyopneumoniae, os resultados obtidos através das analises in silico de proteinas do
secretoma soltvel foram analisados quanto a presenga de peptideos contendo dominios
funcionais preditos possivelmente relacionados com viruléncia (por exemplo, dominios de
peptidase ou de ligacdo a matriz extracelular). Uma descricdo detalhada de todas as
proteinas identificadas, bem como uma analise comparativa entre os secretomas de M.
hyopneumoniae e M. flocculare foi publicada na revista Journal of Proteomics na forma de
artigo cientifico do qual participei como terceira autora (Paes et al., 2017). Maiores
detalhes encontram-se disponiveis no apéndice ao final desta dissertacdo. M. flocculare
consiste em uma espécie comumente encontrada no trato respiratério de suinos aderida ao
epitélio ciliar, no entanto, diferentemente de M. hyopneumoniae, sua presenca nao causa
danos ao hospedeiro, com o qual estabelece uma interagdo comensal (Siqueira et al., 2013).
Apesar disso, M. hyopneumoniae e M. flocculare compartilham cerca de 78% das suas CDS
e mais de 90% de seus repertorios de proteinas de superficie, além de todos os fatores de
viruléncia descritos em M. hyopneumoniae encontrarem-se também presentes em M.
flocculare (Siqueira et al., 2014). Estes resultados sugerem que os diferentes modos de vida
destas espécies poderiam estar relacionados com diferencas qualitativas e quantitativas nos
seus repertorios de proteinas expressas.

Foram demonstradas diferencas claras entre os repertorios de proteinas secretadas
por M. hyopneumoniae e M. flocculare. Diversas proteinas relacionadas com a viruléncia
ou potencialmente relevantes atraves de funcGes moonlighting foram identificadas no
secretoma de M. hyopneumoniae porém ndo foram detectadas no secretoma de M.
flocculare, apesar de apresentarem ortélogos transcritos no genoma. Alem disso, 0
secretoma de M. hyopnemoniae mostrou-se mais complexo, uma vez que foram
identificadas 62 proteinas versus 26 identificadas para M. flocculare. As diferencas tanto
qualitativas quanto quantitativas identificadas entre os secretomas podem estar relacionadas

com diferencas entre os mecanismos de secrecdo das duas espécies (Paes et al., 2017)
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Dentre as 62 proteinas identificadas por MS a partir dos sobrenadantes de culturas de
M. hyopneumoniae, 55 foram identificadas como exclusivas (ausentes nas amostras de M.
flocculare). Das 55 proteinas exclusivas, foram selecionadas as 24 proteinas que néo
apresentavam anotacdo funcional nem haviam sido previamente descritas como possiveis
fatores de viruléncia (Ferreira e Castro, 2007). Das 24 proteinas, 11 apresentaram dominios
funcionais preditos e 4 apresentaram sequéncia predita de peptideo-sinal. A proteina Mhp308
(UniProtkKB: Q4A858) foi escolhida por ser a Unica a apresentar tanto um dominio
potencialmente envolvido com a viruléncia (dominio de ligacdo a matriz extracelular) como
uma sequéncia identificada como peptideo-sinal. A presenca de uma sequéncia-sinal para o
direcionamento da Mhp308 para 0 meio extracelular reforca a hipdtese de que esta proteina
estaria desempenhando alguma funcdo ainda desconhecida ao ser secretada, a qual pode estar
relacionada ao dominio de ligagdo a matriz extracelular. Além disso, a proteina apresentou
score igual a 0.4723 segundo a predicdo de potencial antigénico realizada utilizando o software
VaxiJen 2.0, sendo, portanto, classificada como potencialmente antigénica.

A sequéncia deduzida de aminoacidos da Mhp308 tem um total de 1975 residuos,
contendo em sua extremidade amino-terminal a regido correspondente ao peptideo-sinal
predito, o qual se estende do residuo de metionina 1 até o residuo de alanina 24. O dominio
predito de ligacdo & matriz extracelular se estende do residuo de isoleucina 283 até o residuo de
serina 340, totalizando 58 residuos (Figura 1). No dominio predito de ligacdo a matriz
extracelular ndo ha residuos de triptofano. Esta € uma caracteristica interessante para a
expressdo heterdloga da sequéncia codificadora correspondente, uma vez que Trp em
Mycoplasma spp. é codificado por um cédon TGA, o qual consiste em um codon de terminacao
no codigo genético universal. Isso facilita a expressdo deste dominio em E. coli, pois ndo ha
necessidade de utilizacdo de estratégias de mutacdo sitio-dirigida, como as utilizadas em outros
trabalhos (Simionatto et al., 2009).

Mhp308

283 340 1975

N- | | l—c

Mhp308D

Figura 1: Representacdo esquematica da proteina Mhp308. A regido em azul (base 1 a 1975) corresponde a
CDS da Mhp308. A regido em vermelho (base 283 a 340) corresponde ao dominio predito para ligacdo a
componentes da matriz extracelular. A regido em verde (base 1 a 24) corresponde a sequéncia predita do peptideo-
sinal. A regido referente ao peptideo Mhp308D encontra-se indicada. Regifes assinaladas em amarelo

correspondem aos cédons de triptofano. N: extremidade amino-terminal. C: extremidade carboxi-terminal.
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5.2 Caracterizacdo do dominio predito de ligacdo a matriz extracelular

A realizacdo de um alinhamento da proteina Mhp308 de M. hyopneumoniae 7448
contra o banco de dados de sequéncias ndo redundantes do Gene Bank retornou como
proteinas ortélogas as sequéncias pertencentes a diferentes linhagens de M. hyopneumoniae
(J, 232, 7442) bem como duas outras espéecies de micoplasmas patogénicas e geneticamente
proximas (M. ovipneumoniae e M. dispar), as quais sdo encontradas no trato respiratorio de
ovinos e bovinos, respectivamente. Foi realizada um segundo alinhamento da proteina
Mhp308 de M. hyopneumoniae 7448 contra o banco de dados de sequéncias néo
redundantes do Gene Bank com restricdo de busca apenas por proteinas pertencentes a M.
flocculare, o qual retornou apenas duas sequéncias com 26% de identidade pertencentes as
linhagens 27716 e 27399. Foi realizado o alinhamento das sequéncias obtidas de forma a
identificar o grau de conservacdo da regido correspondente ao dominio D da proteina
Mhp308 de M. hyopneumoniae 7448 (Figura 2). O resultado do alinhamento mostra que o
dominio se encontra altamente conservado entre as linhagens de M. hyopneumoniae, M.
ovipneumoniae e M. dispar, no entanto ndo estd presente em nenhuma das duas linhagens
de M. flocculare. Este resultado corrobora com a hip6tese de uma possivel atuacdo da
Mhp308 no processo de viruléncia pela interacdo com componentes da matriz extracelular
do hospedeiro através do dominio D, uma vez que 0 mesmo se encontra presente nas
espécies patogénicas e ausente na espécie ndo-patogénica analisadas. A Unica excecao
consiste na presenca do mesmo na linhagem ndo-patogénica de M. hyopneumoniae J, no
entanto sabe-se que a ndo-patogenicidade desta linhagem se deve a deficiéncia na
capacidade de citoadesao, a qual € um pré-requisito para a infec¢do. Desta forma, mesmo
que Mhp308 esteja atuando como fator de viruléncia, a incapacidade de aderir
eficientemente as células do hospedeiro torna a linhagem ndo-patogénica.
nyopneuroniae 7442 IVNE: BNNEN-BE-HNS~ 1 BvEN-~N-SREvASE-NEN-NNE: DA H0:00- 18
nyopneuroniae 7442 TV BNNEN-BE-BNS~ 1 BvEN>~N-SREvASNE-NEN-HEE: BEAM:80: 18- 18
nyopneuronize 232 TV BNREN-NE-RNS~rBvEN~~N- 08-SR -NEN-NAS:REER S0 0E- 8
nyopneuroniae 7 IVHNE:BNNEN-BE-BNS~ 1 BvEN>~N-SR8vAAN-NEN:HNE: 2 BA0:60:08-:8

ovipneumeniae  IViNE2BNNEN-BE-NN8~ - §vEN-~N-S0E-AEN-NEN- BN BEE0: 50 8- :H
dispar AN - N BN NN - SN BRE - AE-EN-vANE-BE-BvEA- 0868

flocculare 27399 ---------------- s m e m e m e m e m— - - - - -

= R R B R E X X

flocculare 27716 -------————— - —— e ———— - -

Figura 2: Alinhamento multiplo de sequéncias ort6logas a Mhp308 de M. hyopneumoniae 7448. A regido mostrada na figura
corresponde a sequéncia do dominio D da Mhp308 de M. hyopneumoniae 7448 (residuo 283 a 340).
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Foi realizada a predicdo de epitopos antigénicos reconhecidos por linfécitos B na
sequéncia peptidica codificada pelo fragmento da CDS de Mhp308 utilizado para
clonagem. As predicfes foram realizadas através de trés softwares que utilizam diferentes
abordagens para predicdo dos epitopos: similaridade com epitopos conformacionais
anotados (BepiPred), aplicacdo de funcdes kernel sobre listas de sequéncias proteicas
(BCPred) e comparacdo com a taxa de ocorréncia de cada residuo em epitopos
determinados experimentalmente (método de Kolaskar e Tongaonkar). Os resultados
obtidos a partir dos trés métodos indicaram a presenca de dois epitopos com valores acima
do limiar de antigenicidade localizados na regido da sequéncia peptidica que compreende 0

dominio D (Figura 3).

A

Sequence Markup

Epitopes : «...EEEEEEEEEEEE. ... . 0ivuaunn E..EREEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE)....... EEEEEEEEEE{. .. v vvviiinnnnnnanannnans EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE
Predictions: NLITNFNSNINSSSLINNVTDSIKNLKNIQNNLEKIVNKSAQKNQKLQELKKSAILDVEKAANRSQTVQSNFKEKINNSITESQISQIKTFISELEHVAPLLSSLKAEKTRLENEPNYLNSENKTELDD

120

Epitope
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SQTVQSNEFKEKINNSITESQ

105
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100

LITNFNSNINSSSLINNVTD
| 108 |[EKTRLENEPNYLNSENKTEL|[ 0.872 095
1 11 21 31 41 51 60 e
| | | | | | |
NLITNFNSNINSSSLINNVTDS IKNLENIQNNLEK IVNESAQKNQKLQELKKSATLDVER 60 i 7 0 & 8 100 o0 0 160
.EEFEEEEEEEEEEEEEEEEE . v v v vt v eeens. EEEEEEEEEEEEEEEEEEEE. . ... Position
ARNLSQTVQSNFREKINNSITESQISQIKTFISELEEVAPLLSSLKAEKTRLENEPNYLN 120
....EEEEEEEEEEEEEEEEEEEE. .. ......0.ccoo........EEEZEEEEEEEEE Predicted peptides:
SENKTELDDLMNSLNLLDOENKLALNDEISTN 152 o el JEach Jhiore Length
EEEEEEE 1 34 40 EEIVICS 7
2 47 59 LQELKKSATLDVE 12
3 63 71 NLSQTVQSH 9
4 85 106 ISQIKTFISELEHVAPLLSSLK 22

Figura 3: Predicdo de epitopos antigénicos reconhecidos por linfécitos B em Mhp308. (A) Resultado da predicéo realizada utilizando
BepiPred. Residuos indicados pela letra E correspondem aqueles preditos como potencialmente antigénicos. (B) Resultado da predicgao
realizada utilizando BCPred (C) Resultado da predigdo realizada utilizando o método de Kolaskar e Tongaonkar. As sequéncias
destacadas por retangulos vermelhos em A, B e C correspondem aos epitopos preditos dentro do dominio D.
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5.3 Amplificagéo e clonagem de parte da CDS da Mhp308 no vetor pGEX-4T3

O par de oligonucleotideos iniciadores previamente descrito na Tabela 1A foi
utilizado para amplificar um segmento de 456 pb da CDS da proteina Mhp308 (mhp308D,
cédons 248 a 399) que inclui a sequéncia codificadora do dominio D. A sequéncia
mhp308D codifica ndo apenas o dominio predito como também regifes a montante e a
jusante do mesmo, totalizando 152 cddons sem incluir codons codificadores de triptofano,
consistindo no peptideo Mhp308D. Através de analise do resultado da reacdo de PCR
através de eletroforese em gel de agarose 1% foi possivel observar a presenca de uma
banda com aproximadamente 500 pb referente ao produto de amplificagdo compreendendo
a sequéncia-alvo mhp308D com a adicdo das sequéncias das tags de recombinacéo
presentes nas extremidades 5 dos oligonucleotideos iniciadores (Figura 4A). O produto de
amplificacdo obtido foi utilizado em protocolo de clonagem por recombina¢do homdloga
utilizando o vetor pGEX-TEV, no entanto a amplificacdo de amostras de DNA extraido das
colbnias obtidas apos a realizacdo da clonagem utilizando os oligonucleotideos iniciadores
descritos na Tabela 1B ndo indicou a presenca de potenciais clones recombinantes, uma vez
que todas as coldnias analisadas apresentavam apenas a banda de aproximadamente 300 pb
referente ao plasmideo sem a presenca do inserto no sitio de clonagem (dados ndo
disponiveis). Foram realizadas repeticbes do processo de clonagem com alteracfes
sequenciais nas possiveis variaveis responsaveis pela ndo recombinacdo (linhagem
bacteriana, solugdes utilizadas, quantidade de DNA plasmidial, proporcdo entre a
quantidade de vetor e inserto, tempo de incubacdo apds transformacdo), porém nao foi
obtido sucesso, e por este motivo optou-se por testar outra estratégia de clonagem. A
abordagem escolhida foi a clonagem tradicional mediada por DNA-ligase de T4 no vetor
plasmidial pGEX-4T3. Este vetor, assim como os demais da série pGEX, apresenta
caracteristicas vantajosas para a expressdo de proteinas recombinantes em E. coli que
incluem a presenca de um promotor forte e eficientemente reguldvel, capaz de promover
um alto nivel de transcri¢do da sequéncia clonada quando na presenca de indutor (Weickert
et al., 1996). Além disso, 0 vetor propicia a expressao da proteina recombinante em fusao
com GST (Smith e Johnson, 1988), tornando possivel sua posterior purificacdo atraves de

cromatografia de afinidade em coluna de glutationa-Sepharose. O produto de amplificacéo
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anteriormente descrito foi digerido com as enzimas de restricdo EcoRI e BamHI, resultando
em um fragmento digerido de 402 pb o qual foi incubado juntamente com o vetor clivado e
desfosforilado com SAP visando impedir a religacdo das extremidades coesivas geradas
apos a digestdo enzimatica. Dentre as colonias obtidas apds a transformacgdo com a reacéao
de ligacdo, 46 coldnias foram analisadas por PCR para identificacdo da presenca do
plasmideo recombinante. Destas, 41 foram identificadas como positivas (Figura 4B),
indicando uma alta eficiéncia de clonagem. Foram selecionadas seis coldnias positivas para
extracdo dos plasmideos e digestdo enzimatica com EcoRI e BamHI visando a separacédo
entre vetor e inserto como forma de confirmacéo da clonagem, para as quais foi confirmada
a presenca do inserto com tamanho correto de 402 pb (Figura 4C). Os plasmideos extraidos
a partir de trés das seis colonias testadas foram escolhidos de forma aleatdria para dar

prosseguimento ao estudo nas etapas de testes de expressao.
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Figura 4: Amplificacdo e confirmacao da clonagem de mhp308D (A) Analise eletroforética em gel de agarose 1% do produto da
amplificagdo por PCR (B) Andlise eletroforética em gel de agarose 1% da amplificacdo por PCR realizada com material coletado
de 46 col6nias potencialmente recombinantes obtidas através de clonagem mediada por DNA-ligase de T4. (N) controle negativo.
Bandas com = 300 pb correspondem a coldnias contendo o plasmideo sem inserto e bandas com = 700 pb correspondem a colénias
contendo o plasmideo com o inserto clonado. NUmeros correspondem aos clones selecionados. (C) Analise eletroforética em gel de
agarose 1% do resultado da digestdo enzimatica com BamHI e EcoRI dos plasmideos extraidos de 6 coldnias obtidas apds
clonagem mediada por DNA-ligase de T4 identificadas como positivas por PCR. Bandas com 402 pb correspondem ao inserto,

bandas com = 5 kb correspondem ao plasmideo linearizado. (M) marcador de massa molecular.
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5.4 Expressao de rMhp308D

Amostras coletadas antes e depois da inducdo da expressdo do peptideo
recombinante codificado por mhp308 (Mhp308D) a partir das linhagens de E. coli BL21-
(DE3) pLyse e RIL transformadas com cada um dos trés plasmideos recombinantes
escolhidos foram analisadas através de SDS-PAGE 12% de forma a identificar a linhagem
capaz de propiciar os maiores niveis de expressdo de rMhp308D com menor taxa de
formacéo de produtos truncados. A proteina de fusdo rMhp308D-GST apresenta massa de
aproximadamente 43 kDa. Tanto para a linhagem BL21-(DE3)-pLyse quanto para a
linhagem BL21-(DE3)-RIL ndo foram identificadas diferencas entre os padrdes de
expressao dos trés plasmideos recombinantes testados (Figura 5). O padrédo de expresséo da
linhagem BL21-(DE3)-RIL observado na Figura 5A demonstra que esta apresentou maior
expressdo de um possivel produto truncado com tamanho aproximado ao esperado para a
GST (= 27 kDa) em comparac¢do com a linhagem BL21-(DE3)-pLyse (Figura 5B), motivo
pelo qual foi dada preferéncia a utilizacdo da linhagem BL21-(DE3)-pLyse. Para avaliar de
forma mais precisa a existéncia de outros possiveis produtos truncados de expressao
poderiam ser realizados ensaios de western-blot utilizando anticorpos anti-GST para
identificar proteinas de fusdo com tamanhos diferentes do esperado. Caso comprovada a
existéncia destes produtos, o problema poderia ser minimizado através de alteracfes nas
condicdes de inducdo como a diminuicdo da temperatura de incubacdo e a utilizacdo de
uma menor concentragéo de IPTG com aumento do tempo de indug&o.

A avaliacdo da solubilidade de rMhp308D-GST foi realizada utilizando extratos da
linhagem BL21-(DE3)-pLysE transformada com dois dos plasmideos recombinantes
escolhidos. O impacto da adicdo de diferentes concentragbes do detergente sarcosil (N-
laurilsarcosina) como agente solubilizador foi avaliado através da comparacdo da
intensidade da banda referente a rMhp308-GST nas fracdes soltvel e insoltvel através de
SDS-PAGE. O sarcosil é um detergente idnico amplamente utilizado na solubilizacdo de
proteinas (Tao et al., 2010) devido & sua alta capacidade de romper as interacbes que
propiciam a formacdo de agregados proteicos e reduzida capacidade de desnaturacdo em
comparagdo ao SDS. Foram testadas as condigdes de adigdo de 0%, 0,3%, 0,5% e 0,7% de

sarcosil 30% as amostras.
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N&o foram identificadas diferencas perceptiveis entre as quantidades de proteinas
solubilizadas entre os dois extratos de células transformadas com os dois plasmideos
testados (Figura 4). A anélise eletroforética das fragdes sollvel e insollivel das amostras
solubilizadas com diferentes concentracdes de sarcosil demonstrou gque, mesmo sem a
adicdo do detergente a proteina de fusdo rMhp308D-GST encontra-se predominantemente
no sobrenadante. A alta solubilidade de rMhp308D-GST est& de acordo com o esperado,
uma vez que que a proteina Mhp308 foi identificada em amostras de sobrenadantes de
cultura de M. hyopneumoniae, ou seja, faz parte do repertdrio de proteinas soluveis, e ndo
apresenta dominios transmembranares preditos in silico. Desta forma, optou-se por
prosseguir com a condicdo de preparo dos extratos lisados sem a adigdo de sarcosil nas
etapas seguintes, visto que o mesmo pode interferir com a purificacdo da proteina

recombinante através de cromatografia em colunas de alutationa-Sepharose.
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Figura 5: Avaliagdo da expressdo da rMhp308D nas linhagens de E. coli BL21-(DE3) pLyse e RIL (A) Expressdo na linhagem
BL21-(DE3)-pLyse (B) Expressdo na linhagem BL21-(DE3)-RIL (M) marcador de massa molecular (N) cultivo ndo induzido (1)
cultivo induzido com 0,1 mM de IPTG. Os nimeros 1, 2 e 3 se referem ao plasmideo recombinante utilizado na transformacéo das
linhagens. As bandas indicadas por setas correspondem a rMhp308D.
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Figura 6: Avaliacdo da solubilidade da rMhp308D com o uso de diferentes concentracdes de sarcosil (A) Linhagem BL21-(DE3)-
pLlyse transformada com o plasmideo 1 (B) Linhagem BL21-(DE3)-pLlyse transformada com o plasmideo 2 (M) marcador de massa
molecular (S) sobrenadante (P) precipitado celular. Porcentagens se referem a concentragdo de sarcosil 30% adicionada aos extratos. As
bandas em destaque correspondem a rMhp308D presente nas amostras de sobrenadante e precipitado celular.
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6. CONCLUSOES

A partir da analise comparativa entre os repertorios de proteinas secretadas soluveis
de M. hyopneumoniae e M. flocculare, a proteina ndo caracterizada Mhp308 foi selecionada
como alvo do presente estudo devido a predicdo de um dominio de ligacdo a matriz
extracelular em sua sequéncia. Andlises in silico demosntraram a conservac¢do do dominio
predito entre outras espécies patogénicas de micoplasmas bem como a presenca de epitopos
antigénicos em sua sequéncia. Uma regido da CDS da Mhp308 incluindo o dominio predito
foi amplificada por PCR utilizando um par de oligonucleotideos iniciadores especificos e a
mesma foi digerida enzimaticamente de forma a permitir sua clonagem em um vetor de
expressao plasmidial através de reacdo de ligacdo mediada pela enzima DNA ligase de T4.
A clonagem foi confirmada através de PCR de col6nia e ensaio de digestdo enzimatica e
plasmideos recombinantes foram selecionados para uso nas etapas de transformacdo e
expressao da rMhp308D. A otimizacdo da expressao e das condigcdes de solubilizacdo de
rMhp308D foi realizada através do teste de diferentes linhagens de E. coli BL21-(DE3)
para sua producdo e da variacdo na concentracdo de sarcosil adicionada aos extratos

bacterianos.
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7. PERSPECTIVAS

Dando continuidade ao projeto, a proxima etapa incluird a expressao em maior
escala de rMhp308D e a padronizacdo da sua purificacdo através de cromatografia de
afinidade. Paralelamente, sera realizado o sequenciamento dos trés clones utilizados no
teste inicial de expressdo de forma a confirmar a clonagem da sequéncia correta e em fase.
A proteina recombinante purificada terd sua antigenicidade avaliada através de ELISA
utilizando soro de suinos infectados experimentalmente com M. hyopneumoniae.
Futuramente, serd realizada a avaliacdo da capacidade da rMhp308D de se ligar ao
plasminogénio através de far-western. Além disso, como uma perspectiva futura, a mesma
podera ser utilizada em ensaios de imunizacdo de camundongos visando a avalia¢do da sua

imunogenicidade com base nas respostas celular e humoral induzidas.
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9. APENDICE

O principal objetivo deste artigo consistia em realizar uma anélise comparativa
entre os secretomas solluveis de M. hyopneumoniae (patogénica) e M. flocculare
(comensal), uma vez que diferencas qualitativas entre os repertdrios de proteinas secretadas
para 0 meio extracelular podem estar relacionadas com a patogenicidade. A minha
participacdo no projeto se deu inicialmente na etapa de enriquecimento das amostras com
proteinas provenientes dos sobrenadantes de cultura em relacdo ao background gerado
pelas proteinas do soro fetal utilizado como componente do meio de cultura para
micoplasmas (Friis). Este enriquecimento, visando principalmente a reducdo da
concentracdo de albumina do soro, foi realizado através de diélise contra uma solugdo de
acetato de sadio utilizando tubos de dialise Snake Skin (Thermo Scientific). Em sequéncia,
participei da etapa de preparacdo e tratamento das amostras de proteinas separadas por
SDS-PAGE para envio para identificacdo através de espectrometria de massas. Apos 0
recebimento dos dados brutos da espectrometria de massas e seu posterior processamento,
atuei nas andlises in silico das proteinas identificadas realizando a predi¢do da localizacdo
subcelular, dominios transmembrana, dominios funcionais, presenca de peptideo sinal, via

de secrecdo, existéncia de ortologos e nivel de conservacdo taxondmica.
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