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Mycoplasma hyopneumoniae é uma bactéria que habita o trato respiratério de suinos e é o
agente etiologico da pneumonia enzodtica suina, doenca crbnica que gera significativas perdas
econdmicas a industria de suinos em todo mundo. A analise dos genomas de diferentes linhagens
de M. hyopneumoniae revelou uma grande proporc¢édo de sequéncias de DNA codificadoras (CDSs)
hipotéticas, cujos produtos proteicos sdo de funcdo desconhecida. O conjunto destas proteinas de
funcdes ainda desconhecidas constitui um importante reservatério de potenciais fatores de
viruléncia de M. hyopneumoniae, ainda nao identificados e descritos. O objetivo deste trabalho foi
realizar a anotacao funcional in silico do repertorio de CDSs/proteinas de fungdo desconhecida de
M. hyopneumoniae 7448, visando a identificacdo de novos potenciais fatores de viruléncia, para
posterior caracterizagdo de um deles. No total, foram analisadas 277 CDSs de funcdo desconhecida
de M. hyopneumoniae 7448. Para cada uma delas, foram realizadas predi¢cdes de localizacdo
subcelular, de associacao a viruléncia e de possivel funcdo. Um conjunto de 81 CDSs teve anotagdo
funcional, predicdo de localizacdo subcelular e foi associado a viruléncia. Dentre estas, foi
selecionada a CDS MHP7448 0148, codificadora de uma proteina que contém um dominio
funcional de “heat shock protein 33” (hsp33), para caracterizacdo funcional e imunolégica. Esta
CDS inicialmente hipotética ja foi validada a partir da deteccdo de seu produto proteico predito em
estudos protedmicos prévios. Além disso, foi demonstrado que a proteina MHP7448 0148 é
diferencialmente expressa em situacdes de estresse oxidativo e choque térmico. Estes resultados
prévios sugerem que a proteina pode atuar na resposta de M. hyopneumoniae 7448 a estresses. A
CDS MHP7448_0148 foi entédo clonada no vetor de expressdo pET-15b e diferentes linhagens de
Escherichia coli foram tranformadas com o plasmideo recombinante resultante
(PET_Mhp7448_0148). As condigdes para expressao da proteina recombinante (rMhp7448_0148)
foram otimizadas, tendo sido obtido maior rendimento em E. coli BL21 Star (DE3). Foi verificado
que a rMhp7448 0148 foi produzida predominantemente na forma insoltvel, o que exigiu a
padronizacédo de protocolo de solubilizacdo utilizando o detergente sarcosil. A seguir, foi tentada a
purificacdo da rMhp7448_0148 por cromatografia de afinidade de metal imobilizado em coluna de
resina com niquel. Entretanto, mesmo concentracdes crescentes de imidazol foram incapazes eluir
a rMhp7448 0148 purificada, uma vez que esta proteina permaneceu interagindo com a resina
cromatografica. Protocolos alternativos de purificacdo serdo agora testados, incluindo o teste com
diferentes detergentes e também a partir dos corpos de inclusdo da fracdo insoltvel. Uma vez
purificada, a rMhp7448 0148 sera avaliada em ensaios funcionais, ensaios de agregacao proteica,
e imunoldgicos, para a determinagdo de antigenicidade e imunogenicidade.



