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RESUMO 

Mycoplasma hyopneumoniae é uma bactéria pertencente à classe Mollicutes, sendo o 

agente etiológico da pneumonia enzoótica suína e o agente primário do complexo de 

doenças respiratórias de suínos (CDRS). A sinal-peptidase I (SPase I) é uma endopeptidase 

de membrana que cliva os peptídeos-sinal (PS) de proteínas transportadas pelo sistema geral 

de secreção. A SPase I do M. hyopneumoniae (MhSPase I) é codificada pela sequência de 

DNA codificadora (CDS) sipS, presente nas 3 linhagens da espécie com genomas já 

sequenciados. Este trabalho tem como objetivo caracterizar funcional e imunologicamente a 

MhSPase I, assim como investigar a sua relação com a virulência da bactéria. Foi 

demonstrado que sipS é parte de um operon, sendo cotranscrita com outras 4 CDSs. A CDS 

sipS foi clonada e a MhSPase I recombinante (rMhSPase I) foi expressa em Escherichia 

coli. A rMhSPase I mostrou-se altamente imunogênica para camundongos e seu caráter 

antigênico foi confirmado para suínos. A MhSPase I apresentou expressão diferencial em 

linhagens patogênicas e não patogênicas de M. hyopneumoniae corroborando a ideia de que 

essa enzima é um fator de virulência da bactéria. Análises de sequências de aminoácidos 

evidenciaram que a MhSPase I tem baixa identidade com enzimas ortólogas de outras 

espécies de micoplasmas e de bactérias relacionadas ao CDRS. O potencial sorodiagnóstico 

da rMhSPase I foi demonstrado em um ELISA. Predições in silico de possíveis PSs clivados 

pela MhSPase I indicaram que proteínas hipotéticas e proteínas de membrana, incluindo 

adesinas, seriam substratos da enzima. Ensaios de atividade in vitro com PSs sintéticos 

derivados de predições in silico, contudo, não foram conclusivos. Estudos futuros deverão 

elucidar o papel da SPase I na exportação de proteínas em M. hyopneumoniae e explorar o 

potencial da enzima como antígeno vacinal ou diagnóstico. 
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ABSTRACT 

Mycoplasma hyopneumoniae is a bacterium that belongs to the Mollicutes class, 

being the etiological agent of porcine enzootic pneumoniae and one of the primary agents of 

the porcine respiratory disease complex (PRDC). Signal peptidase I (SPase I) is a 

membrane-bound endopeptidase that cleaves the signal peptide (SP) of proteins exported by 

the general secretory pathway. The M. hyopneumoniae SPase I (MhSPase I) is coded by the 

sipS gene in all of the three M. hyopneumoniae genomes sequenced. The aims of this work 

are to functional and immunologically characterize the MhSPase I and to investigate its 

relation with the virulence of the bacterium. The sipS coding DNA sequence (CDS) was 

demonstrated to be part of an operon, being co-transcribed along with 4 other CDSs. The 

sipS CDS was cloned and the recombinant MhSPase I (rMhSPase I) was expressed in 

Escherichia coli. The rMhSPase I was highly immunogenic for mice and the antigenicity for 

pigs was demonstrated. The observed differential expression of MhSPase I between 

pathogenic strains and one non pathogenic strain of M. hyopneumoniae corroborates the 

notion of MhSPase I as a virulence factor. Amino acid sequence analyses of MhSPase I and 

SPases I from other Mycoplasma and PRDC bacteria evidenced low conservation between 

these enzymes. The potential serodiagnosis application of rMhSPase I was demonstrated by 

an ELISA. In silico predictions of putative SPs cleaved by MhSPase I were performed, 

indicating that hypothetical and membrane proteins, including adhesins, have cleavable SPs. 

In vitro cleavage assays of rMhSPase I were developed with synthetic SPs, but the results 

were not conclusive. Further studies should elucidate the role of SPase I in the exportation 

of proteins in M. hyopneumoniae and the putative application of MhSPase I as an antigen for 

vaccination and diagnosis.  
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1. Introdução 

 

1.1 Mycoplasma hyopneumoniae e pneumonia enzoótica suína 

Mycoplasma hyopneumoniae é uma bactéria patogênica para suínos pertencente ao 

filo Tenericutes, classe Mollicutes. A classe Mollicutes (do latim molli: macio; cutis: pele) 

inclui as bactérias que não possuem parede celular, as quais apresentam genomas reduzidos, 

variando de 580 kb a 1,4 Mb (Barre et al., 2004). Acredita-se que as bactérias da classe 

Mollicutes (molicutes) tenham evoluído de ancestrais comuns às bactérias gram-positivas de 

baixo conteúdo de G+C (Fadiel et al., 2007) através de uma série de perdas gênicas. As 

consequências da redução do genoma são a simplificação e até a perda de rotas metabólicas 

(como a rota de biossíntese de aminoácidos ou de parede celular, por exemplo) (Sirand-

Pugnet et al., 2007).  No entanto, tais perdas não implicam em perda das capacidades de 

adaptação e de resposta metabólica, que se mantêm similares às de espécies mais complexas 

(Yus et al., 2009).  

Os molicutes são geralmente parasitas, tendo uma grande variedade de hospedeiros, 

como seres humanos, mamíferos, répteis, peixes, artrópodes e plantas (Razin, 1992). O 

genoma reduzido e o interesse econômico decorrente das doenças causadas por espécies do 

gênero Mycoplasma (micoplasmas) fizeram com que estas bactérias estivessem entre os 

primeiros organismos cujos genomas foram completamente sequenciados (Fraser et al., 

1995). Atualmente, existem 14 espécies do gênero Mycoplasma cujos genomas completos 

estão disponíveis em bancos de dados públicos (Benson et al., 2008). Os genomas de três 

linhagens de M. hyopneumoniae foram completamente sequenciados até agora: os de duas 

linhagens patogênicas (232 e 7448) e o de uma linhagem não patogênica (J) (Minion et al., 
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2004; Vasconcelos et al., 2005). A análise comparativa dos três genomas de M. 

hyopneumoniae abriu novas perspectivas para o entendimento desta espécie, desencadeando 

uma série de estudos elucidativos relativos ao seu metabolismo e virulência (Madsen et al., 

2006; Ferreira & Castro, 2007; Pinto et al., 2007a; Madsen et al., 2008; Machado et al., 

2009). 

M. hyopneumoniae adere ao epitélio ciliado do sistema respiratório suíno (Figura 1) 

causando a pneumonia enzoótica suína (PES). Em suínos, o M. hyopneumoniae é encontrado 

na superfície mucosa da traquéia, brônquios e bronquíolos (Kobisch et al., 1978; Blanchard 

et al., 1992), mais especificamente na parte superior dos cílios epiteliais, no espaço 

interciliar e em contato com as microvilosidades (Jacques et al., 1992). A adesão do M. 

hyopneumoniae aos cílios é mediada por moléculas presentes na sua membrana plasmática, 

principalmente carboidratos e proteínas (Zielinski & Ross, 1993). As adesinas são as 

principais proteínas responsáveis pela aderência, como evidenciado por estudos sobre as 

adesinas P97, P216 e P159 (Hsu et al., 1997; Burnett et al., 2006; Wilton et al., 2009). Estas 

adesinas passam por um processo proteolítico pós-traducional, que resulta em um padrão 

complexo de seus fragmentos presentes na superfície da membrana celular. Apesar da 

capacidade de aderência em ensaios in vitro não corresponder à virulência in vivo do M. 

hyopneumoniae (Calus et al., 2009), as adesinas estão entre os fatores de virulência mais 

estudados. 
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Figura 1. Microscopia eletrônica do corte do epitélio do bronquíolo de um porco 

inoculado com a linhagem MI-3 de M. hyopneumoniae. Podem-se observar inúmeros 

micoplasmas entre os cílios. As barras de escala representam 1 nm. Em destaque, M. 

hyopneumoniae em provável processo de divisão celular (Tajima & Yagihashi, 1982). 

 

A adesão de células de M. hyopneumoniae aos cílios, leva à redução da atividade 

ciliar, que evolui para a degeneração e desaparecimento dos cílios, esfoliação das células 

epiteliais e aparecimento de exsudato nas vias áreas (Jacques et al., 1992). A presença de M. 

hyopneumoniae nas vias aéreas desencadeia uma resposta inflamatória caracterizada por 

infiltração de macrófagos, neutrófilos e linfócitos (Blanchard et al., 1992) e pela produção 

de citocinas pró-inflamatórias (Asai et al., 1993; Rodriguez et al., 2004; Muneta et al., 

2008). Os principais isotipos de anticorpos identificados em pulmões infectados são IgA e 

IgG (Messier et al., 1990; Maes et al., 1996). Apesar dos avanços no estudo da resposta 

imunológica do suíno contra M. hyopneumoniae, os fatores envolvidos na imunidade 

protetora ou na resposta inflamatória contra o M. hyopneumoniae ainda são pouco 

conhecidos. 
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A PES leva a uma diminuição na conversão alimentar do animal, sendo os principais 

sintomas tosse seca, febre leve e discreta anorexia. Os sinais clínicos, como a tosse, podem 

desaparecer em até dois meses após a infecção (Sorensen et al., 1997), mas a infecção por 

M. hyopneumoniae pode durar até 200 dias (Pieters et al., 2009). Quando em más condições 

de alojamento e manejo dos animais, a infecção por M. hyopneumoniae pode ser agravada 

por infecções de patógenos secundários ou bactérias oportunistas, o que constitui o 

complexo de doenças respiratórias de suínos (CDRS). Além do M. hyopneumoniae, os 

agentes primários do CDRS são agentes virais, como o vírus da síndrome reprodutiva e 

respiratória dos suínos (PRRSV), o vírus da influenza suína (SIV), o vírus da pseudoraiva 

(PRV), o coronavírus respiratório suíno (PRCV) e o circovírus suíno tipo 2 (PCV2); e as 

bactérias patogênicas Bordetella bronchiseptica e Actinobacillus pleuropneumoniae. Além 

disso, o CDRS é caracterizado por infecções de bactérias oportunistas, como Pasteurella 

multocida, Haemophilus parasuis, Streptococcus suis, Actinobacillus suis e 

Arcanobacterium pyogenes (Brockmeier et al., 2002). 

A criação de suínos no Brasil é uma importante atividade para a economia nacional. 

Segundo o último relatório anual da Associação Brasileira da Indústria Produtora e 

Exportadora de Carne Suína, a produção de carne suína nacional foi de 3.029 mil toneladas 

(Abipecs, 2008). Aproximadamente 88,6% da produção de carne suína é exportada, gerando 

uma receita de 1.492 milhões de dólares. Através da análise das lesões pulmonares de 

suínos, foi verificada a ocorrência de PES em 75,4% das carcaças em abatedouros das 

regiões sul, centro-oeste e sudeste, que correspondem a 96% da produção nacional (Silva et 

al., 2001). Essa alta ocorrência da PES nas granjas do país acarreta grandes perdas 

econômicas à suinocultura brasileira, não só devido aos aspectos clínicos da doença, mas aos 

custos relativos à vacinação, terapia com antibiótico e manejo. 
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O controle da infecção por M. hyopneumoniae em granjas pode ser alcançado através 

da otimização das práticas de manejo e acondicionamento, estratégias de medicação 

profilática e vacinação (Maes et al., 2008). No entanto, essas técnicas não garantem a 

erradicação do patógeno (Le Grand & Kobisch, 1996; Maes et al., 2008). A eliminação do 

M. hyopneumoniae é comprometida devido à re-infecção de granjas livres de M. 

hyopneumoniae com uma frequência de 2,6% ao ano (Hege et al., 2002). As principais 

fontes de re-introdução de M. hyopneumoniae em granjas livres do patógeno são por via 

aérea ou através da introdução de porcos infectados, mas diagnosticados sorologicamente 

como negativos (Maes et al., 2008). 

As vacinas disponíveis comercialmente contra M. hyopneumoniae são preparações 

de extratos celulares totais adicionadas de adjuvantes, conhecidas como bacterinas (Meyns 

et al., 2006). Essas vacinas têm um custo de produção elevado, pois dependem do cultivo de 

M. hyopneumoniae, que é um organismo fastidioso (Friis, 1975). Mesmo não prevenindo os 

sintomas clínicos da PES ou a colonização do M. hyopneumoniae (Thacker et al., 1998), o 

uso de vacinas pode ser vantajoso ao produtor, pois diminui a severidade das lesões e 

sintomas da PES (Meyns et al., 2006) e melhora o ganho de peso diário (Jensen et al., 2002) 

a um custo viável.  

O método mais sensível para diagnóstico da infecção por M. hyopneumoniae é a 

cultura do micoplasma em meio Friis isolado de tecido pulmonar (Friis, 1975; Sorensen et 

al., 1997), sendo este considerado o padrão ouro. No entanto, a cultura de M. 

hyopneumoniae é um método trabalhoso e demorado (o isolamento de M. hyopneumoniae 

pode levar de 4 a 8 semanas), com possibilidade de contaminação dos cultivos com 

Mycoplasma hyorhinis ou Mycoplasma flocculare (Maes et al., 1996). Alternativas ao 

diagnóstico de M. hyopneumoniae por cultivo são a identificação sorológica ou métodos 
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moleculares (Sibila et al., 2009). Apesar de métodos moleculares, como a reação em cadeia 

da polimerase (PCR), mostrarem-se confiáveis na detecção do patógeno (Sibila et al., 2004), 

o sorodiagnóstico, principalmente o ensaio imunosorbente ligado à enzima (ELISA), é a 

ferramenta mais utilizada para o monitoramento de M. hyopneumoniae em granjas (Sibila et 

al., 2009).  

São três os ELISAs mais utilizados mundialmente para o diagnóstico de M. 

hyopneumoniae: um ELISA de bloqueio monoclonal (Feld et al., 1992) e dois ELISAs 

indiretos, ELISA Tween 20 (ELISA-T) (Nicolet et al., 1980) e HerdChek® (IDEXX, USA). 

Em um estudo recente comparando estes três testes para detecção da infecção de M. 

hyopneumoniae em animais inoculados experimentalmente, Erlandson et al. (2005) 

verificaram alta especificidade em todos, mas sensibilidades variando entre 35 e 63%. As 

baixas sensibilidades destes testes nessa avaliação estão de acordo com os resultados de 

outro grupo (Sorensen et al., 1997), enquanto que outros estudos comparativos discordam 

em relação aos valores de sensibilidade e especificidade dos ELISAs (Chittick et al., 2002; 

Ameri-Mahabadi et al., 2005).  

Na tentativa de melhoras no diagnóstico da PES e na vacinação contra M. 

hyopneumoniae, vários antígenos da bactéria têm sido estudados. A região repetitiva R1 da 

adesina P97 (P97R1), a porção carboxi-terminal da P97 e a proteína de choque térmico P42 

tiveram suas imunogenicidades avaliadas em modelo murino (Chen et al., 2003; Chen et al., 

2006; Okamba et al., 2007). Já o antígeno de membrana P46, o peptídeo P97R1 e a 

lipoproteína Mhp366 (linhagem 232) mostraram-se promissores para diagnóstico de M. 

hyopneumoniae por ELISA (Futo et al., 1995; Feng et al., 2009; Meens et al., 2009).
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1.2 Sistemas de exportação de proteínas presentes em M. hyopneumoniae 

 

Entre 25 a 30% das proteínas de uma bactéria estão na membrana ou são exportadas 

para fora da célula (Driessen & Nouwen, 2008). Como os micoplasmas não possuem parede 

celular, a membrana celular é a única barreira a ser atravessada pela proteína a ser 

exportada. O sequenciamento dos genomas de M. hyopneumoniae possibilitou a 

identificação de sistemas de exportação de proteínas presentes nessa bactéria. Segundo os 

dados depositados na Enciclopédia de Genes e Genomas de Kyoto (KEGG) (Kanehisa et al., 

2010), o M. hyopneumoniae possui alguns dos genes conservados pertencentes ao sistema 

geral de secreção (sistema Sec). Mecanismos mais especializados de secreção de proteínas, 

como o sistema de translocação de argininas geminadas (sistema Tat, do inglês twin-

arginine translocation pathway) que é capaz de secretar proteínas já enoveladas (Lee et al., 

2006), não foram encontrados por homologia nos genomas de M. hyopneumoniae (Figura 2). 

O sistema Sec é a principal rota para inserção de proteínas na membrana ou 

exportação destas (Driessen & Nouwen, 2008). Proteínas a serem translocadas pelo sistema 

Sec (proteínas-alvo) são direcionadas até ele de duas maneiras, uma via cotraducional e uma 

via pós-traducional (Rusch & Kendall, 2007). A via cotraducional é utilizada quando 

segmentos hidrofóbicos transmembranares são reconhecidos por um complexo denominado 

de partícula de reconhecimento de sinal (SRP, do inglês signal recognition particle), 

enquanto que a via pós-traducional ocorre após o reconhecimento do peptídeo-sinal (PS) 

pela proteína SecA. Ambas as vias direcionam as proteínas-alvo para o sistema Sec. 

Em Escherichia coli, o SRP é composto pela proteína Ffh e 4,5S RNA, enquanto que 

o receptor de membrana de SRP é a proteína FtsY (Luirink & Sinning, 2004). 
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Resumidamente, o SRP reconhece segmentos hidrofóbicos transmembranares na proteína-

alvo enquanto ela ainda está sendo sintetizada pelo ribossomo (Luirink et al., 2005), e todo o 

complexo proteína nascente/ribossomo/SPR é direcionado para o sistema Sec. Em bactérias, 

a maioria das proteínas que passam por essa via são integradas na membrana pelo sistema 

Sec (Natale et al., 2008), enquanto que em eucariotos essa é a rota mais usada para 

exportação de proteínas (Osborne et al., 2005). Neste caso, após a translocação da proteína 

através da membrana, a sequência reconhecida pelo SRP é clivada pelo complexo da sinal-

peptidase (Paetzel et al., 2002). Em relação aos micoplasmas, existem poucos estudos sobre 

o funcionamento de SRP, sendo melhores caracterizados alguns componentes de SRP no 

Mycoplasma mycoides, como as proteínas Ffh e FtsY (Macao et al., 1997; Farmery et al., 

1998; Gariani & Sauer-Eriksson, 2000). 

 

 

Figura 2. Componentes de mecanismos de exportação/integração de proteínas na 

membrana plasmática identificados em M. hyopneumoniae 7448. A figura mostra em 

destaque os componentes do sistema Sec de procariotos, enquanto que estes são 

classificados de acordo com sua rota/função à direita. Em branco estão as moléculas 

ausentes em M. hyopneumoniae 7448, em verde estão às proteínas cujos genes foram 
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anotados no genoma da bactéria. Esta figura foi adaptada da KEGG 

(http://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?mhp03060+MHP7448_0026). 

 

Proteínas que são exportadas após a sua tradução possuem um PS que é reconhecido 

pela proteína SecA, que por sua vez conduz a proteína-alvo à membrana e ao canal por onde 

esta última é translocada. O transporte das proteínas-alvos à membrana pode ser auxiliado 

pela chaperona SecB (Rusch & Kendall, 2007), que estabiliza as proteínas recém 

sintetizadas e ainda não enoveladas (Fekkes & Driessen, 1999). Uma vez em contato com o 

poro do sistema Sec, SecA funciona como um motor dependente de ATP que direciona a 

translocação da proteína-alvo (Tomkiewicz et al., 2007).  

Em procariotos, o poro do sistema Sec é composto em sua forma mínima pelas 

proteínas SecY, SecE e SecG (Driessen & Nouwen, 2008), que formam um heterodímero 

em forma de canal por onde a proteína-alvo é translocada. Acredita-se que o complexo de 

proteínas SecDF(YajC) participa em passos secundários à translocação da proteína-alvo, 

após a liberação da proteína do poro (Nishiyama et al., 1993). Finalmente, YidC auxiliaria a 

inserção da proteína-alvo na membrana, atuando como uma insertase (Serek et al., 2004). 

Após a translocação, o PS é removido por uma das duas sinal-peptidases (SPase): 

sinal-peptidase I (SPase I), que cliva o PS da maioria das proteínas ou sinal-peptidase II, que 

processa o PS de lipoproteínas (Paetzel et al., 2002). A remoção do PS por uma sinal-

peptidase é a última etapa da exportação da proteína-alvo, que é liberada na forma madura 

para o seu destino final (Rusch & Kendall, 2007). Em M. hyopneumoniae, foram 

identificadas CDSs correspondentes a SPase I (sipS) e a SPase II (lsp), próximas e com 

orientações contrárias.  

http://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?mhp03060+MHP7448_0026
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Os PSs reconhecidos pelo sistema Sec são caracterizados por três regiões distintas: 

N, H e C. O reconhecimento das duas primeiras regiões é necessário para a translocação, 

enquanto que a última região especifica o ponto de clivagem (Von Heijne, 1990). A região 

N é a mais próxima da porção amino-terminal da proteína, tem carga positiva e alta 

variabilidade de tamanho, podendo ter de 1 a 12 aminoácidos. Esta é seguida pela região H, 

que é constituída por um α-hélice hidrofóbica que pode conter de 7-15 aminoácidos. E por 

último, adjacente ao sítio de clivagem, localiza-se a região C do peptídeo-sinal, hidrofílica, 

contendo de 3-8 aminoácidos neutros (Perlman & Halvorson, 1983; Von Heijne, 1983; Kall 

et al., 2004). A SPase I reconhece a porção final da região C, caracterizada por aminoácidos 

pequenos e neutros na posição -1, e aminoácidos pequenos, podendo ser maiores e alifáticos, 

na posição -3 (Karla et al., 2005). Os resíduos mais comuns na posição -1 são Ala, Gly e 

Ser; enquanto que na posição -3 além dos aminoácidos citados para posição -1, são 

encontrados também Val, Thr, Leu e Ile (Nielsen et al., 1997) (Figura 3). Devido a maior 

frequência de Ala nas posições -1 e -3 a especificidade das SPases I é conhecida como Ala-

X-Ala (Paetzel et al., 2000). Aqui, -3 e -1 são usados como sinônimos para P3 e P1 na 

nomenclatura de Schechter & Berger (1967).  
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Figura 3. PS bacteriano característico. São evidenciadas as regiões N, H e C de um PS 

consenso e o sítio de clivagem reconhecido pela SPase I. Os aminoácidos de maior 

ocorrência nos sítios -1 e -3 são listados, sendo a alanina o aminoácido mais comum nestas 

posições. Essa figura foi adaptada de Van Roosmalen et al.(2004). 
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1.3 Sinal-peptidase I 

A SPase I (E.C. 3.4.21.89) é uma serino-protease atípica de membrana, sendo 

insensível aos inibidores de serino-proteases (Van Roosmalen et al., 2004). Seu sítio 

catalítico é uma díade composta por uma serina e uma lisina, se for do tipo-P, ou uma serina 

e uma histidina, se for do tipo-ER (Sung & Dalbey, 1992; Van Dijl et al., 1992). As SPases I 

do tipo-P são encontradas em procariotos e organelas de eucariotos, enquanto que às do tipo-

ER são encontradas em bactérias, membranas do retículo endoplasmático de eucariotos e 

Archaea (Van Roosmalen et al., 2004). A classificação de uma determinada SPase I entre 

um grupo e outro depende não só da díade catalítica, mas também de sequências inseridas 

entre as regiões conservadas, tamanho da proteína e regiões transmembranares (Tjalsma et 

al., 2000; Van Roosmalen et al., 2004). O alinhamento de SPases I bacterianas, apresenta 

regiões conservadas, denominadas de caixas (do inglês Boxes) A-C. As caixas B e D contêm 

os aminoácidos catalíticos Ser e Lys, respectivamente; enquanto a caixa C contém resíduos 

que participam da ligação com o substrato (Paetzel et al., 2002).  

Para a determinação da cinética enzimática in vitro das SPases I se têm usado 

proteínas inteiras ou peptídeos sintéticos, onde as primeiras resultam em melhores cinéticas 

e os últimos proporcionam uma caracterização mais completa e menos laboriosa (Caulfield 

et al., 1988; Chatterjee et al., 1995; Bockstael et al., 2009a). Além disso, a atividade da 

SPase I pode ser avaliada através de ensaios de complementação in vivo, onde um plasmídeo 

capaz de expressar a SPase I em estudo é introduzido em E. coli IT41 ou IT89, que possuem 

uma SPase I mutante termo-sensível (Inada et al., 1989). 

A SPase I tem sido descrita como essencial às bactérias que possuem uma única 

sequência de DNA codificadora (CDS) para essa enzima (Van Roosmalen et al., 2004). Por 

estar relacionada à exportação de proteínas que participam de mecanismos de 
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patogenicidade das bactérias, a SPase I tem sido descrita como fator de virulência para 

várias espécies, como Legionella pneumophila, Staphylococcus aureus e Staphylococcus 

epidermidis (Bonnemain et al., 2004; Lammertyn et al., 2004; Kavanaugh et al., 2007; 

Bockstael et al., 2009b). Diante da importância da SPase I em processos patogênicos e para 

a viabilidade celular, a SPase I tem sido estudada como alvo para desenvolvimento de 

vacina (Rafati et al., 2006) e antibióticos (Paetzel et al., 2000; Roberts et al., 2007; 

Bockstael et al., 2009b). 

Nos genomas de M. hyopneumoniae somente uma CDS correspondente a SPase I 

(sipS) foi identificada em cada linhagem sequenciada (Minion et al., 2004; Vasconcelos et 

al., 2005). Das outras 13 espécies do gênero Mycoplasma cujos genomas completamente 

sequenciados estão disponíveis no banco de dados do GeneBank, somente 4 possuem CDSs 

de SPase I conservadas (Benson et al., 2008). No entanto, a ausência do gene conservado 

não significa necessariamente a ausência de atividade de SPase I, como observado para o 

Mycoplasma pneumoniae (Catrein et al., 2005), onde foi identificada uma atividade 

semelhante à da SPase I, porém sem a presença da CDS conservada. 
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2. Justificativa 

 

Em análises genômicas preliminares (Ferreira & Castro, 2007), a SPase I foi 

identificada como um possível fator de virulência em M. hyopneumoniae, fato já sugerido ou 

verificado para outras bactérias patogênicas (Bonnemain et al., 2004; Lammertyn et al., 

2004; Kavanaugh et al., 2007; Bockstael et al., 2009b). No entanto, não foi verificada a 

expressão dessa proteína em estudos funcionais envolvendo a análise em grande escala de 

RNAs mensageiros ou proteínas (Pinto et al., 2007b; Madsen et al., 2008; Li et al., 2009a; 

Pinto et al., 2009). Logo, uma abordagem mais específica faz-se necessária para evidenciar a 

expressão e a relação da SPase I de M. hyopneumoniae (MhSPase I) com a patogenicidade 

da bactéria. Além disso, a determinação dos substratos e das características enzimáticas da 

MhSPase I forneceria informações valiosas de como esta enzima poderia estar envolvida nos 

processos de patogenicidade de M. hyopneumoniae, abrindo assim uma nova perspectiva 

para o entendimento dos mecanismos de virulência desta bactéria.  

Se verificado que a SPase I é expressa em M. hyopneumoniae, esta provavelmente 

estará em contato direto com sistema imunológico suíno. Portanto, a verificação das 

características imunológicas da MhSPase I seria importante para o entendimento da relação 

imunológica entre o suíno hospedeiro e o M. hyopneumoniae. Caso confirmado que a 

MhSPase I é imunogênica e antigênica, a investigação das possíveis aplicações desta 

proteína no desenvolvimento de vacina e diagnóstico das infecções por M. hyopneumoniae 

seria interessante, tendo em vista a necessidade de melhoramento destes. 
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3. Objetivo geral 

 

O objetivo deste estudo é caracterizar a sinal-peptidase I de M. hyopneumoniae 

funcional e imunologicamente, assim como investigar a sua relação com a virulência da 

bactéria. 

 

3.1 Objetivos específicos 

 

a) Analisar o contexto genômico e a transcrição do gene sipS de M. hyopneumoniae; 

b) Produzir a MhSPase I recombinante (rMhSPase I) e avaliar seu potencial 

imunogênico; 

c) Analisar a expressão da MhSPase I em diferentes linhagens de M. hyopneumoniae; 

d) Analisar as sequências de MhSPase I de diferentes linhagens e as relações 

filogenéticas entre estas e enzimas ortólogas de outros micoplasmas e bactérias relacionadas 

a doenças respiratórias em suínos; 

e) Avaliar a antigenicidade da MhSPase I para suínos e padronizar um ensaio 

baseado na rMhSPase I para o imunodiagnóstico da PES; 

f) Realizar ensaios in vitro para confirmação da funcionalidade da rMhSPase I. 
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4. Resultados 

 

Os resultados apresentados estão divididos em duas partes. A primeira parte, 

referente aos objetivos específicos “a” a “e”, está em forma de manuscrito a ser submetido à 

revista Veterinary Microbiology. A segunda parte, referente ao objetivo específico “f” 

possui metodologia e resultados próprios. A seção final da dissertação, discute de forma 

integrada as Partes 1 e 2. 
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PARTE 1 

 

Manuscrito a ser submetido à revista Veterinary Microbiology. 

 

Signal peptidase I of Mycoplasma hyopneumoniae: a virulence factor and a 

potential diagnostic antigen 

 

Lucas Moitinho-Silva, Bianca L. Heineck, Cátia S. Klein, Raquel Rebelatto, Arnaldo 

Zaha, Henrique B. Ferreira 

 

O manuscrito apresentado a seguir encontra-se em fase final da redação, estando sob 

revisão dos coautores. Neste trabalho é descrito a relação da SPase I com a virulência de M. 

hyopneumoniae, sendo cotranscrita em operon com CDSs relacionadas ao metabolismo de 

aminoácidos e uma CDS associada à infecção. Além disso, SPase I é mais expressa em uma 

linhagem patogênica, quando comparada a outra linhagem patogênica e uma não patogênica 

de M. hyopneumoniae. MhSPase I mostrou-se altamente imunogênica para camundongos e 

antigênica para suínos, tendo baixa identidade e similaridade de aminoácidos com outras 

SPases I. Finalmente, MhSPase I é indicada como um antígeno com potencial aplicação em 

sorodiagnóstico, sendo comparados os resultados de um ELISA sensibilizado com 

rMhSPase I com o teste diagnóstico ELISA-T. 
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Abstract 

Signal peptidase I (SPase I) is a membrane protease of the general secretory 

pathway, which is encoded by the sipS gene in Mycoplasma hyopneumoniae, the etiological 

agent of porcine enzootic pneumonia. In this study, the M. hyopneumoniae encoded signal-

peptidase (MhSPase I) had its expression analyzed in virulent and avirulent strains and was 

immunologically characterized. It was demonstrated that the sipS coding DNA sequence 

(CDS) is possibly part of an operon, being co-transcribed along with CDSs of the aspartyl-

tRNA/glutamyl-tRNA(Asn/Gln) amidotransferase C, A and B subunits and of a hypothetical 

protein. A recombinant MhSPase I (rMhSPase I), expressed in Escherichia coli, was 

strongly immunogenic for mice. Immunoblot assays confirmed MhSPase I antigenicity and 

showed that MhSpase I is expressed by all three strains analyzed, with evidence of higher 

expression in pathogenic strains than in a non pathogenic strain. Polyclonal serum anti-

rMhSPase I presented no detectable cross-reaction with Mycoplasma flocculare and 

Mycoplasma hyorhinis protein extracts. Phylogenetic analysis evidenced low conservation 

between MhSPase I and orthologous proteins from porcine respiratory disease complex-

related bacteria and other Mycoplasma species. The potential of a rMhSPase I-based ELISA 

for PEP immunodiagnosis was demonstrated. Overall, our results suggest that MhSPase I is 

important for M. hyopneumoniae virulence, and indicate that it is an antigen with potential 

for use in serodiagnosis and vaccination.  

 

Keywords:  

Mycoplasma hyopneumoniae, signal peptidase I, virulence, porcine enzootic pneumonia; 

diagnosis, ELISA. 
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1. Introduction 

Mycoplasma hyopneumoniae is the etiological agent of porcine enzootic pneumonia 

(PEP) and one of the primary agents of the porcine respiratory disease complex (PRDC) 

(Mare and Switzer, 1965; Thacker, 2001). M. hyopneumoniae adheres to ciliated epithelium 

of swine respiratory tract through membrane carbohydrates and proteins, especially adhesins 

(Zielinski and Ross, 1993; Minion, 2002). Once colonization is established, M. 

hyopneumoniae leads to a highly contagious chronicle infection that has a worldwide 

occurrence and is a major cause of economical losses in the pig industry. In PRDC, M. 

hyopneumoniae infections are associated with colonization of other pathogenic bacteria, 

such as Bordetella bronchiseptica and Actinobacillus pleuropneumoniae, and the 

opportunistic bacteria Pasteurella multocida, Haemophilus parasuis, Streptococcus suis, 

Actinobacillus suis and Arcanobacterium pyogenes, and viruses (Brockmeier et al., 2002).  

Available strategies for preventing M. hyopneumoniae colonization, such as 

prophylactic antibiotic therapy or commercial vaccines, have low efficiency (Maes et al., 

2008). Also, the eradication of the pathogen from a herd is compromised by re-infection. 

This may occur by air-borne transmission or by purchasing contaminated animals that were 

tested negative by ELISA (Maes et al., 2008). Although cultivation is the gold standard 

technique for detection of M. hyopneumoniae infections (Thacker, 2006), ELISA serology is 

the most commonly used tool to access the health status of herds (Sibila et al., 2009). 

Despite the wide use of ELISA-based tests, comparative studies have shown discrepancies 

of specificities and sensibilities between them (Sorensen et al., 1997; Chittick et al., 2002; 

Ameri-Mahabadi et al., 2005; Erlandson et al., 2005). Such differences are mainly 

consequences of M. hyopneumoniae antigen variation and presentation, vaccination status of 

tested herds and cross-reactivity of tests. 
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Three strains of M. hyopneumoniae¸ two pathogenic (232 and 7448) and one non-

pathogenic (J) had their genomes sequenced so far (Minion et al., 2004; Vasconcelos et al., 

2005). In a genomic survey for virulence (Ferreira and Castro, 2007), the sipS gene, coding 

for signal peptidase I (SPase I) in all of the three genomes, was assigned as a possible 

virulence factor. SPase I is a membrane-bound endopeptidase that cleaves the signal peptide 

of proteins, but not lipoproteins, exported by the general secretory pathway (Paetzel et al., 

2002). The cleavage occurs after or during the translocation across the membrane, releasing 

the mature protein in the extracellular compartment. sipS orthologous genes were identified 

in only 4 of the other 13 Mycoplasma genomes completely sequenced to date. This may be 

due to low gene conservation and/or poor annotation, but is probably not consequence of 

actual absence of a SPase I-like activity, since SPase I is believed to be essential for 

bacterial viability (van Roosmalen et al., 2004; Catrein et al., 2005). SPase I have been 

reported as a virulence factor in Listeria monocytogenes (Bonnemain et al., 2004), being a 

target for vaccine development against Leishmania major (Rafati et al., 2006) and for novel 

antibiotic search for other pathogenic microorganisms, such as Staphylococcus spp. 

(Bockstael et al., 2009; Rao et al., 2009). 

In this work, we have investigated the sipS gene expression in different M. 

hyopneumoniae strains and characterized the encoded SPase I (MhSPase I) as an antigen 

with potential for use in immunodiagnosis and vaccination. It was shown that sipS is part of 

an operon, and that MhSPase I is differentially expressed in pathogenic and non-pathogenic 

strains, supporting its proposition as a M. hyopneumoniae virulence factor. A recombinant 

version of MhSPase I (rMhSPase I) was strongly immunogenic to mice, and a hyperimmune 

serum against rMhSPase I showed no cross-reaction against protein extracts of other 
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Mycoplasma species. Furthermore, an rMhSPase I-based ELISA efficiently discriminated 

between M. hyopneumoniae infected and not-infected pigs in field conditions. 

 

2. Materials and Methods 

 

2.1 Bacteria, culture conditions and protein and nucleic acids extractions  

M. hyopneumoniae J (ATCC 25934), a non-pathogenic strain with reduced adhesion 

capacity to porcine cilia, and two pathogenic strains (7448 and 7422) were obtained as 

described elsewhere (Vasconcelos et al., 2005; Machado et al., 2009). Mycoplasma 

flocculare (ATCC 27716) and Mycoplasma hyorhinis (ATCC 17981) were acquired by 

Embrapa Suínos e Aves (Concórdia, Brazil) from the American Type Culture Collection. 

Mycoplasma cultures and protein extractions were performed according to Pinto et al. 

(2007). All protein quantifications were performed by Quant-iT Protein Assay Kit and Qubit 

Fluorometer (Invitrogen, USA). 

Genomic DNA from M. hyopneumoniae was extracted from 5 mL cultures according 

to standard protocol (Wilson, 2001). The removal of proteins and polysaccharides was done 

using phenol:chloroform and DNA was recovered yielding 3 μg. Total RNA was isolated 

from 25 mL of M. hyopneumoniae cultures using TRIzol reagent (Invitrogen, USA) 

according to manufacturer‟s recommendations. Contamination with genomic DNA was 

avoided by treatment with RQ1 RNase-free DNase (Promega, USA). All nucleic acids 

quantifications were done by spectrophotometry. 
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2.2 Operon confirmation by RT-PCR 

For use on reverse transcriptase PCR (RT-PCR), primers (listed on Table 1) were 

designed based on sipS co-oriented adjacent CDSs in the M. hyopneumoniae 7448 genome 

(Vasconcelos et al., 2005; see also Fig. 1). For cDNA synthesis, total RNA (100 ng) was 

reversed transcribed using M-MuLV reverse transcriptase (Fermentas, USA) and specific 

reverse primers (Fig. 1). The cDNAs were then amplified using Easy Taq DNA polymerase 

(LGCBIO, Brazil). As a control for DNA contamination, total RNA was amplified by PCR 

without a previous reverse transcription step. Cycle conditions were optimized for each 

primer combination and all RT-PCR products were confirmed by automatic DNA 

sequencing in MegaBACE (Amersham Biosciences, Sweden). 
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2.3 Cloning of sipS gene, expression and purification of rMhSPase I 

The complete M. hyopneumoniae 7448 sipS CDS was amplified from genomic DNA 

using sipS-pGEX5‟ and sipS-pGEX3‟ primers (Table 1), which have, in their 5‟ends, 20 and 

24 nt homologous to the pGEX-4T-3 vector (GE Healthcare, UK) cloning site, respectively. 

The sipS amplicon was cloned into pGEX-4T-3 by in vivo recombination in Escherichia coli 

KC8 (Parrish et al., 2004). The resultant pGEX-4T-3:sipS plasmid, was used for expression 

of rMhSPase I fused with glutathione-S-transferase (GST), connected by a thrombin 

cleavage site in E. coli BL-21 (Amersham Biosciences, Sweden). For that, pGEX-4T-3:sipS 

transformed cells were induced with 0.1 mM IPTG for 6 h at 28 ºC. After induction, cells 

were harvested and lysed, and 0.5% sarkosyl was used for protein solubilization (Mercado-

Pimentel et al., 2002). The rMhSPase I was purified by affinity chromatography in a 

Glutathione Sepharose 4B (GE Healthcare, UK) followed by overnight on-column 

proteolytic cleavage with thrombin (Sigma, USA) at 22 ºC. Elution was performed with 

phosphate buffered saline (PBS) pH 7.4 with Triton X-100 added to a final concentration of 

0.5%. 

 

2.4 Immunization of mice 

Five female BALB/c mice were immunized with four doses of purified rMhSPase I 

(25 μg/dose), administered intraperitoneally with 14-day intervals. In the first dose, the 

antigen was emulsified with Freund‟s complete adjuvant (Sigma, USA), and, in the 

subsequent doses, Freund‟s incomplete adjuvant (Sigma, USA) was used. Serum samples 

from the five mice were collected and pooled prior to immunization (pre-immune serum) 

and two weeks after the final boost (anti-rMhSPase I serum). Animal handle and 
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experiments were in agreement with Brazilian laws and the Ethical Committee of the 

Universidade Federal do Rio Grande do Sul. 

 

2.5 Immunoblot assays 

Total protein extracts from M. hyopneumoniae 7448, 7422 and J strains (8 μg/lane) 

and from M. flocculare and M. hyorhinis (16 μg/lane) were separated by 15% SDS-

polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) and blotted onto PVDF membranes (GE 

Healthcare, UK). After blocking of unspecific sites with 5% (w/v) skim milk powder in PBS 

0.1% Tween 20, the membrane was incubated with anti-rMhSPase I or pre-immune serum at 

a 1:126,000 dilution. A second incubation was performed with an anti-mouse IgG 

peroxidase-conjugated antibody (Sigma, USA) (1:8,000). PBS 0.1% Tween 20 was used for 

washing between incubations and for antibodies dilution. Recombinant GST and rMhSPase 

I were used as negative and positive control antigens, respectively. Antigen-antibody 

reactions were detected with ECL Plus kit (GE Healthcare, UK). Band intensities were 

analyzed by Quantity One v. 4.6.3 software (Bio-Rad, USA) and differences in intensity 

were statistically analyzed by one-way ANOVA followed by Tukey‟s Multiple Comparison 

Tests. Statistical analyses were performed using GraphPad Prism 5 software (GraphPad 

Software, USA), with a 5% significance level.  

 

2.6 SPase I amino acid sequence and phylogenetic analyses 

Orthologous SPase I sequences from PRDC-related bacteria and different 

Mycoplasma species were retrieved from Molligen 2.0 (Barre et al., 2004), UniProt 

Knowledgebase (UniProtKB) and GenBank/EMBL databases. Alignment and phylogenies 

were performed using softwares available in the “a la carte mode” of Phylogeny.fr web 
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service (Dereeper et al., 2008). Alignment of amino acid sequences were performed by 

MUSCLE 3.7. Phylogenetic trees were constructed by maximum-likelihood using PhyML, 

and Bayesian inferences were performed using MrBayes. Multiple alignments were 

visualized and analyzed by GeneDoc v. 2.6.002 (Nicholas and Nicholas, 1997). Substitution 

models were selected by ModelGenerator v. 0.85 (Keane et al., 2006) prior to phylogenetic 

inferences. Bootstrap values for the maximum-likelihood estimation were calculated with 

five hundred replicates. The Bayesian inference was performed for 100,000 generations 

using four Markov Chain Monte Carlo chains, sampling every 10 generations, with the first 

2,500 sampled trees discarded as "burn-in". The final tree was constructed as result of a 50% 

majority rule consensus. Graphical representation and edition of the phylogenetic trees were 

performed using MEGA 4.0 (Tamura et al., 2007). Prediction of transmembrane topologies 

was performed by web-based TMHMM Server v. 2.0 (Krogh et al., 2001).  

 

2.7 Serum samples 

Pig serum samples from herds including animals with clinical signs of PEP (field 

samples, n = 209) were collected between 2003 and 2006 in four Brazilian States (Rio 

Grande do Sul, Santa Catarina, Paraná and Mato Grosso do Sul). M. hyopneumoniae 

infection serological diagnosis of field samples was performed at Embrapa Suínos e Aves 

(Concórdia, SC, Brazil) by an indirect ELISA using a Tween-20 extract of M. 

hyopneumoniae proteins (10 µg/well) as antigen (ELISA-T) (Erlandson et al., 2005). Sera 

from pigs immunized with M. hyopneumoniae 7448 total protein extract (n = 3) are 

described elsewhere (Pinto et al., 2007) and sera from SPF pigs (n = 26) were obtained at 

Embrapa Suínos e Aves. 
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2.8 ELISA 

An indirect rMhSPase I-based ELISA (ELISA-SPase I) was standardized. This assay 

was essentially performed as described by Virginio et al. (2003), using flat-bottom 96-well 

plates (MaxiSorp; Nunc, Denmark) coated with 0.3 μg/well of rMhSPase I. Diluted serum 

samples (1:100) were tested in triplicate, and anti-pig IgG peroxidase-conjugated antibody 

(Sigma, USA) (1:6,000) was used as secondary antibody. Antigen-antibody reactions were 

developed using H2O2 and ortho-phenilendiamine dihydrochloride as substrates. Optical 

density of each reaction was measured at 492 nm (OD492) and the considered OD492 values 

represent means of triplicate measures with less than 10% variation between them. The cut-

off for discrimination of sera reactivity was determined by receiver-operating characteristic 

(ROC) curve, as the OD492 value that presented the highest sum of sensitivity and specificity 

(Amagai et al., 1999). Area under ROC curve (AUC) value was calculated as a parameter of 

correctly discrimination of the samples (Hanley and McNeil, 1982).  

Results from ELISA-SPase I and ELISA-T for the same serum samples were 

compared by kappa index (κ) and interpreted according to Landis and Koch (1977). Data 

were handled by Excel 2007 (Microsoft, USA), statistical calculations were performed by 

PASW Statistics 18 (SPSS, USA) and graphic representations were produced using 

GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, USA). 

 

3. Results 

 

3.1 Transcription analysis of sipS operon 

The sipS gene is located in a 4.3 kbp region conserved in the three M. 

hyopneumoniae sequenced genomes (Fig. 1A). In this region, the sipS CDS is followed 
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downstream by 4 co-oriented CDSs, namely the CDS coding for subunits C (gatC), A (gatA) 

and B (gatB) of aspartyl-tRNA/glutamyl-tRNA(Asn/Gln) amidotransferase, and a CDS 

(MHP0030, in 7448 strain) that codes for a hypothetical protein, in an operon-like 

organization. The lengths of the inter-CDS sequences within this genomic region vary from 

60 bp (between sipS and gatC) and 236 bp (between gatB and MHP0030). The gatC-gatA 

and gatA-gatB CDSs present superpositions of 8 bp and 11 bp, respectively.  

An RT-PCR strategy was performed to investigate whether the M. hyopneumoniae 

sipS gene is actually expressed, and whether it is co-transcribed with the downstream co-

orientated CDSs in a polycistronic mRNA. Specific primers were designed for the 

amplification of intra and inter-CDSs segments from the putative operon region, covering 

the entire putative operon (see Fig. 1A). RT-PCRs were carried out with M. hyopneumoniae 

7448 cDNA as template, and amplification was successful with all pairs of primers (Fig. 1B, 

1C), while no amplification products were obtained from control reactions using total RNA 

prior to cDNA synthesis. Therefore, these results strongly suggest that sipS CDS is part of 

an operon, being co-transcribed along with gatC, gatA, gatB and MHP0030 CDSs.  
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Figure 1. Structure and transcriptional analysis of the M. hyopneumoniae 7448 sipS operon. 

(A) Schematic representation of the genomic region containing the sipS operon, which 

comprehends 5 CDS: sipS, gatC, gatA, gatB, and MHP0030; CDSs and respective 

orientations are indicated by white arrows. The sipS operon is flanked by 2 CDSs localized 

on the opposite strand: the hypothetical protein (MHP0025, in 7448 strain) CDS and the 

lipoprotein signal peptidase CDS (lsp), which are represented by grey arrows. The 

approximate position and orientation of primers used in the transcriptional analysis are 

indicated by their respective letters and arrows (not in scale). (B) Primer combinations and 

expected RT-PCR product lengths are shown. (C) It is shown a 1% agarose gel 

electrophoresis loaded with RT-PCT product of primer combinations described in (B). 

 

3.2 Expression of rMhSPase I and production of an anti-rMhSPase I serum 

The complete sipS CDS (483 bp) was cloned into pGEX-4T-3 and overexpressed in 

E. coli BL-21 as a fusion with GST. The produced rMhSPase I was recovered after thrombin 

cleavage as a ~18 kDa polypeptide (Fig. 2A). This length is in agreement with the predicted 

size for the recombinant MhSPase I free of the GST tag and including three additional 

amino acids (Gly-Ser-Pro) on its N-terminus (originated from the vector encoded thrombin 

cleavage site). The rMhSPase I was recovered with typical yields of 5 mg of purified protein 

per liter of E. coli culture. 
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Mice were immunized with rMhSPase I and a specific polyclonal serum was 

produced. The titration of the obtained anti-rMhSPase I serum, with detectable specific 

reaction against the cognate antigen in dilutions of up to 1:16,000 in ELISA, demonstrated 

the high immunogenicity of rMhSPase I for mice. 

 

Figure 2. Recombinant MhSPase I production by E. coli and expression of SPase I in M. 

hyopneumoniae strains. (A) A typical result from rMhSPase I production: 10 μL of first 

elution (lane 1) from affinity column showing a single band of about 18 kDa in 20% SDS-

PAGE stained with Coomassie Blue. Lane 3 was loaded with the Sepharose 4B affinity 

column after thrombin cleavage and recombinant protein elution: the major bands 

corresponds to GST-rMhSPase I fusion (approximately 42 kDa), GST (22.9 kDa) and 

residual rMhSPase I. (B) For immunoblot, total protein extracts (8 μg/lane) of M. 

hyopneumoniae strains (7448, 7422 and J) were separated on 15% SDS-PAGE. Observed 

bands where quantified and presented no statistical difference. (C) Extract of PVDF 

membrane region corresponding to the area relative to 18 kDa, after immunoblotting against 

anti-rMhSPase I serum. The observed bands were not detected on immunoblots against pre-

immune serum. (D) The bands corresponding to MhSPase I observed on immunoblot from 

triplicates were quantified and their graphical representation is shown. The percentage 

values represent relative MhSPase I band intensities in comparison to the sum of intensities 

of MhSPase I bands per replicate. Standard deviations and statistically significant difference 
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(*) according to one-way ANOVA followed by Tukey‟s Multiple Comparison Tests are 

shown. 

 

We have also investigated whether our anti-rMhSPase I serum was able to recognize 

orthologous SPase I in two other Mycoplasma species, M. flocculare and M hyorhinis, 

which can be also found in the respiratory tract of pigs. No specific bands were detected 

(data not shown), which was interpreted as evidence that the used anti-rMhSPase I do not 

cross react with SPase I from M. flocculare or M. hyorhinis. 

 

3.3 SPase I expression in different M. hyopneumoniae strains 

In order to investigate the MhSPase I expression level in pathogenic and non 

pathogenic strains of M. hyopneumoniae, immunoblot assays were conducted using the anti-

rMhSPase I serum and protein extracts from M. hyopneumoniae 7448, 7422 and J strains 

(Fig. 2B). A band of the expected size of ~18 kDa for native MhSPase I was detected in all 

three strains, but with higher intensities in the pathogenic ones (especially in the 7442 strain, 

but also in the 7448 strain) than in the non-pathogenic J strain (Fig. 2C). To quantify the 

observed expression differences between strains, the experiment was repeated three times 

with protein extracts of independent bacterial cultures and the detected MhSPase I bands 

were densitometricaly analyzed (Fig. 2D). Statistical analysis confirmed that MhSPase I is at 

least three times more expressed in M. hyopneumoniae 7442 than in the 7448 and J strains, 

respectively. For the 7448 strain however, although band intensity was consistently higher 

than that in the J strain, the observed differences were not statistically significant. 

Altogether, our results demonstrate differential MhSPase I expression between M. 

hyopneumoniae strains, with evidence of higher expression in a pathogenic strain when 

compared to another pathogenic strain and a non pathogenic one. 
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3.4 Sequence comparisons, structure prediction, and phylogenetic analysis of MhSPase I 

The SPase I deduced amino acid sequences of M. hyopneumoniae 7448 and 232 

strains are identical, while differing from the M. hyopneumoniae J SPase I in only two 

positions (Val24 and Ala90 in the J strain, instead of Ile24 and Val90 in the pathogenic 

strains) (Fig. 3). Despite of that, all three MhSPase I have the essential conserved domains 

for the catalytic activity of these enzymes (Boxes B, C, C‟, D and E), including the catalytic 

amino acids Ser51 (Box B) and Lys87 (Box D). Membrane topology prediction of M. 

hyopneumoniae SPase I indicates one transmembrane domain (amino acids 20 to 42) with a 

cytoplasmatic N-terminus and the catalytic sites exposed to extracellular matrix (data not 

shown). 
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Figure 3. Multiple sequence alignment of M. hyopneumoniae SPase I and orthologous from 

Mycoplasma and PRDC-related bacteria. Bacteria from which complete Spase I sequences were 

taken and their respective UniProtKB accession numbers are: Mycoplasma hyopneumoniae 

7448 (Q4A8Y6) and J strains (Q4AAS7), Mycoplasma conjunctivae (C5J7E0), Mycoplasma 

gallisepticum (Q7NBL1), Mycoplasma synoviae (Q4A710), Mycoplasma pulmonis 

(Q98PT9), Staphylococcus aureus (P0A070), Streptococcus suis (A4VZ42), Bordetella 

bronchiseptica (Q7WD31), Escherichia coli (P00803), Pasteurella multocida (Q9CPH7), 
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Actinobacillus pleuropneumoniae (A3MZQ8) and Haemophilus parasuis (B8F3C6). Amino 

acids are shading according to conservative substitutions: black, grey and light grey 

representing a minimum of 100%, 80% or 60% of conservation, respectively. Catalytic 

amino acids (#) and conserved domains are indicated (Boxes B, C, C‟, D and E). M. 

conjunctivae (*) is the only specie whose SPase I does not have a catalytic serine aligned. 

 

We performed searches for SPase I sequences in sequenced genomes from different 

mycoplasma species and from the main PRDC-related bacteria for alignment and 

construction of phylogenetic trees. Among mycoplasmas, conserved SPase I sequences were 

identified in Mycoplasma gallisepticum, Mycoplasma synoviae, Mycoplasma pulmonis and 

Mycoplasma conjunctivae, and from some species of Acholeplasma and Phytoplasma. The 

Acholeplasma and Phytoplasma SPase I sequences, however, are more similar to 

endoplasmic reticulum-type signal peptidases than to the prokaryotic-type (data not shown) 

and, therefore, were not included in the performed analysis. Among PRDC-related bacteria, 

SPase I orthologous sequences were identified in Streptococcus suis, Bordetella 

bronchiseptica, Haemophilus parasuis, Actinobacillus pleuropneumoniae and Pasteurella 

multocida. In addition, two other SPase I sequences were included in the analysis: that of the 

widely characterized E. coli SPase I and that of Staphylococcus aureus, a bacterium also 

associated with lung lesions in pigs (Liljegren et al., 2003).  

The MhSPase I sequence was compared with the mentioned orthologous, with 

sequence identities and similarities ranging between 14%-26% and 25%-44. Despite the low 

conservation of the complete sequences, the comparison of MhSPase I Boxes with Boxes 

from orthologous indicates a higher conservation of these regions (41%-52%/61%-75% 

identities/similarities). In addition, SPase I sequences of all analyzed species have 100% 

conservation of the catalytic dyad, except for M. conjunctivae that seems to lack the catalytic 

serine (Fig. 3). As expected, M. hyopneumoniae SPase I is more similar to orthologous 

SPase I from other mycoplasmas (23%-26%/40%-44% identities/similarities) than to SPase 
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I orthologous from PRDC-related or other bacteria (14%-22%/25%-39% 

identities/similarities). When all aligned sequences were used to construct an unrooted 

phylogenetic tree by maximum-likelihood and Bayesian inference, two identical trees with 

relatively high branch support values were obtained and the consensus tree is presented (Fig. 

4). Within the Mycoplasma genus, MhSPase I and M. conjunctivae SPase I were grouped 

together, apart of a second group formed by M. synoviae and M. gallisepticum SPases I. As 

expected, in longer range comparisons, SPase I sequences grouped according to respective 

phyla, with Tenericutes (Mycoplasma) SPase I closer to Firmicutes (S. aureus and S. suis) 

than to Proteobacteria (B. bronchiseptica, E. coli, P. multocida, A. pleuropneumoniae and 

H. parasuis). The phylum proximity also reflects the predicted membrane topology of the 

corresponding SPase I, since Tenericutes and Firmicutes have SPase I with a single N-

terminus transmembrane domain, while Proteobacteria have SPase I presenting two or three 

predicted transmembrane segments (data not shown).  
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Figure 4. Phylogeny of M. hyopneumoniae SPase I and orthologous from Mycoplasma and 

PRDC-related bacteria. It is shown the consensus tree of two identical trees obtained from 

maximum-likelihood and Bayesian inference methods applied to investigate the 

phylogenetic relations between SPase I orthologous. Bacteria from which complete Spase I 

sequences were taken and their respective UniProtKB accession numbers are: Mycoplasma 

hyopneumoniae 7448 (Q4A8Y6) and J strains (Q4AAS7), Mycoplasma conjunctivae 

(C5J7E0), Mycoplasma gallisepticum (Q7NBL1), Mycoplasma synoviae (Q4A710), 

Mycoplasma pulmonis (Q98PT9), Staphylococcus aureus (P0A070), Streptococcus suis 

(A4VZ42), Bordetella bronchiseptica (Q7WD31), Escherichia coli (P00803), Pasteurella 

multocida (Q9CPH7), Actinobacillus pleuropneumoniae (A3MZQ8) and Haemophilus 

parasuis (B8F3C6). Bootstrap values (500 replications) are shown for each branch, followed 

by Bayesian posterior probabilities (nc, not calculated). 

 

3.5 Standardization and preliminary evaluation of a rMhSPase I-based ELISA for detection 

of M. hyopneumoniae infections 

The ELISA-SPase I was standardized using sera from SPF pigs (n = 26), pigs 

immunized with M. hyopneumoniae total protein extract (n = 3) and field samples with 

serological confirmation of M. hyopneumoniae infection by ELISA-T (n = 63). ROC curve 

analysis was performed to determine as a cut-off value an OD492 of 0.55. This cut-off 

resulted in a good discriminatory capacity (AUC = 0.918) for the ELISA-SPase I, with 
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sensitivity of 85% and specificity of 100%. As expected, control sera from SPF pigs and 

pigs immunized with M. hyopneumoniae total protein extract were diagnosed as negative 

and positive, respectively. Among field samples with positive result in ELISA-T, 53 

(84.1%) were also positive in ELISA-SPase I, while the other 10 samples (15.9%) tested 

negative (Fig. 5A). To further investigate the degree of concordance between ELISA-SPase 

I and ELISA-T, we also assessed by ELISA-SPase I field samples that tested negative in 

ELISA-T, although coming from M. hyopneumoniae infected herds (n = 146). In this latter 

assay, ELISA-SPase I classified as positive almost half of the (74; 50.6%) negative samples 

in ELISA-T (Fig. 5B).  Overall, our data demonstrated a fair agreement between ELISA-

Spase I and ELISA-T results in the assessment of the same field samples, with a resultant 

kappa index of the comparison of 0.26 (Table 2). 

 

Figure 5. Standardization of ELISA-SPase I and immunoreactivity of ELISA-SPase I and 

ELISA-T for field samples. (A) Twenty six sera from specific pathogen-free pigs (SPF), 

three sera from pigs immunized with M. hyopneumoniae 7448 protein extract (IP) and 63 

field samples with serological diagnosis of M. hyopneumoniae infection by ELISA-T (DP) 

were used for standardization of ELISA-SPase I. The ELISA-SPase I cut-off was 

determined by ROC curve analysis as 0.55 O.D.492 (dashed line). (B) Further, field samples 

coming from M. hyopneumoniae infected herds but tested negative in ELISA-T (DN) were 
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tested in ELISA-SPase I. For comparison, ELISA-T results are shown for DP (DP-T) and 

DN (DN-T) sera, where ELISA-T cut-off O.D.492 values range from 0.22 to 0.24 (double 

line). 

 

 

 

4. Discussion 

SPase I is an essential protein that has been isolated and characterized in Eukarya 

(Rafati et al., 2004), Bacteria (Zwizinski and Wickner, 1980; van Roosmalen et al., 2004) 

and Archaea (Ng et al., 2007). Among the whole sequenced genomes of 14 Mycoplasma 

species current available in NCBI Genome Database, only 5 present a conserved SPase I 

gene. However, the absence of a conserved SPase I gene does not imply in the absence of 

the corresponding activity, as observed for M. pneumoniae (Catrein et al., 2005). To our 

knowledge, this work on M. hyopneumoniae SPase I was the first to analyze the 

transcription and to immunologically characterize the product of a SPase I gene from a 

Tenericutes species. 

In bacteria, some SPase I genes have been reported as part of operons along with 

unrelated genes, such as 7,8-dihydro-8-oxo-guanine-triphosphatase, NADH dehydrogenase I 

chain F, RNA III, GTP-binding protein and CDSs of hypothetical proteins (Rauhut et al., 

1996; Parro et al., 1999; Rahman et al., 2003; Bonnemain et al., 2004; Lammertyn et al., 
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2004). Our results strongly suggest that sipS gene is organized in a conserved operon among 

M. hyopneumoniae strains, but the M. hyopneumoniae sipS operon CDS composition is 

distinct from all other Spase I gene operons from other bacteria, further demonstrating the 

lack of conservation among these bacteria operons. 

M. hyopneumoniae genome has the enzymes to produce all aminoacyl-tRNAs 

(Arraes et al., 2007), and, like other bacteria, M. hyopneumoniae forms Asn-tRNA and Gln-

tRNA by the activity of a heterotrimetric amidotransferase encoded by gatC-gatB-gatA 

CDSs (Sheppard and Soll, 2008). Even though there is no apparent functional relation 

between sipS and gatC-gatB-gatA CDSs, the operon organization may implicate some 

advantage in transcribing these genes at the same level. In previous transcriptomic studies of 

M. hyopneumoniae, gatA was found to be up-regulated in infection conditions compared to 

culture conditions (Madsen et al., 2008). The same result was obtained for secA CDS, that 

encodes a component of the general secretory pathway. Since gatA and sipS are transcribed 

together, we can infer that sipS would be also overexpressed in the same condition, although 

it was not identified as such. Taken together, the co-transcription of sipS along with gatA 

and the overexpression of gatA and secA during infection suggest an integrated regulation of 

protein synthesis and exportation when M. hyopneumoniae is in contact with the host. 

In search for virulence factors of M. hyopneumoniae, comparative proteomic studies 

have been recently carried out for pathogenic and non-pathogenic strains (Li et al., 2009a; 

Pinto et al., 2009). These and a previous prospective proteomic study (Pinto et al., 2007) 

failed to detect MhSPase I expression. Here, we demonstrated that MhSPase I is expressed 

in all three M. hyopneumoniae strains analyzed, with evidence of higher expression in the 

pathogenic strain 7442 strain. Its higher expression is suggestive of a higher capacity of 

protein exportation, which may be one of the factors contributing for the virulence of the 
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pathogenic strains. Such capacity would favor colonization, which relies on proteins that are 

exported and mediate important bacterium-host interaction (Li et al., 2009b). Other bacterial 

SPase I have been reported to be involved in important mechanisms of virulence, such as 

quorum sensing, biofilm development and expression and maturation of virulence factors 

(Bonnemain et al., 2004; Lammertyn et al., 2004; Kavanaugh et al., 2007).  

The phylogenetic inference proposed recognizes the three phyla Tenericutes, 

Firmicutes and Proteobacteria, and is in agreement with the evolutionary history of 

Mycoplasma species (Barre et al., 2004; Oshima and Nishida, 2007), including a horizontal 

gene transference event between M. gallisepticum and M. synoviae (Vasconcelos et al., 

2005). This phylogeny indicates that there have not been a successful horizontal SPase I 

CDS transference between M. hyopneumoniae and PRDC-related bacteria, where MhSPase I 

is more similar to SPases I from other mycoplasmas than from PRDC-related bacteria. 

Despite the high conservation of the catalytic Boxes among SPases I studied, the singularity 

of MhSpase I sequence observed was corroborated by our immunoblot analysis, in which an 

anti-rMhSPase I serum did not cross-react with M. flocculare and M. hyorhinis protein 

extracts, although these are the closest mycoplasma porcine species to M. hyopneumoniae 

(Stemke et al., 1992) and an important source of antigen cross-reactivity (Freeman et al., 

1984; Armstrong et al., 1987). 

Our results indicate that MhSPase I is also a possible target for antibiotic 

development and a good candidate for a vaccine formulation, since it is highly 

immunogenic, at least for mice, and with 73.7% of the protein (118 aa) exposed on the 

surface, including the catalytic site whose activity is related to virulence. Due to its 

importance in virulence, SPase I from different bacterial pathogens have been used as targets 

for the development of antibacterial compounds (Paetzel et al., 2000; Rao et al., 2009) and 
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vaccine formulation (Rafati et al., 2006). Our group is currently working on the 

characterization of the cellular immune response of mice against rMhSPase I to further 

investigate protective potential of the immunization with this antigen. 

For the evaluation of rMhSPase I antigenicity and the potential of this recombinant 

antigen for use in PEP serodiagnosis we standardized an ELISA-SPase I and compared its 

efficiency to detect M. hyopneumoniae infection with that of ELISA-T, which is currently 

being used in the routine of PEP serodiagnosis in Brazil. The specificity of the standardized 

assay was suggested by the fact that SPF pig sera tested negative. Besides, ELISA-SPase I 

specificity was also corroborated by our immunoblot experiment, in which an anti-

rMhSPase I did not recognize SPase I in protein extract from M. flocculare and M. 

hyorhinis, and by the relatively low degree of conservation between MhSPase I and SPase I 

sequences from other PRDC-related organisms. Regarding sensitivity, ELISA-SPase I failed 

to detect antibodies in a fraction (~16%) of ELISA-T positive field sera. On the other hand, 

it detected as positive almost half of the ELISA-T negative field sera. ELISA-T is regarded 

as specific according to previous report (Erlandson et al., 2005), but the use of a crude 

antigen extract with field samples carrying cross-reactive bacteria often result in false 

positive results (Bereiter et al., 1990). Moreover, specific antigens have a relatively poor 

representation in crude M. hyopneumoniae antigen preparations, and this may result in false 

negative results (Erlandson et al., 2005). Considering this, it is likely that at least part of the 

positive ELISA-T results not confirmed by ELISA-SPase I were actually false positives. 

Besides, it is reasonable to assume that the limited agreement between ELISA-SPase I and 

ELISA-T results in the analysis of field sera was mainly due to a higher sensitivity of the 

ELISA-SPase I, assumption that is corroborated by preliminary time course analysis of 

experimentally M. hyopneumoniae infected pigs showing that ELISA-SPase I detects 
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seroconversions earlier than ELISA-T (data not shown). Therefore, our results indicate that 

the ELISA-SPase I is apparently more specific and sensitive than ELISA-T. Further 

assessment to confirm specificity and sensitivity of ELISA-SPase I will be carried by using 

serum samples from pigs with M. hyopneumoniae infection confirmed by postmortem 

immunohistological analyses. 

In conclusion, the M. hyopneumoniae sipS gene is possibly organized in an operon, 

and its product, MhSPase I, is expressed in all three analyzed strains. Stronger expression in 

a pathogenic strain in culture conditions further suggests a possible role of MhSPase I in M. 

hyopneumoniae virulence. MhSPase I is antigenic and its recombinant version, expressed in 

E. coli, is highly immunogenic for mice. These immunological properties, along with the 

surface localization of the enzyme and exposure of its active sites, indicate that it can be a 

good diagnostic or vaccinal antigen. Studies involving in vitro assays with putative 

substrates will be necessary to demonstrate MhSPase I functionality, to identify its targets 

for exporting and to shed light on the poorly understood protein export process of M. 

hyopneumoniae and its relation to virulence. 
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PARTE 2 

 

Ensaio funcional da sinal-peptidase I recombinante de Mycoplasma 

hyopneumoniae 

 

Nesta parte são apresentados os resultados sobre a predição de PSs clivados pela 

MhSPase I. Em seguida, são apresentadas as condições testadas na tentativa de estabelecer 

um ensaio de clivagem com a rMhSPase I e PSs sintéticos. Não foi observada a atividade 

proteolítica de rMhSPase I sobre os PSs sintéticos, sendo necessárias novas estratégias para 

a caracterização da MhSPase I 
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1. Materiais e métodos 

 

1.1 Predição e síntese de PSs  

A predição de PSs foi desenvolvida a partir de análise in silico de proteínas de M. 

hyopneumoniae 7448 preditas de serem clivadas pela SPase I feita previamente pelo nosso 

grupo de pesquisa (C. V. Bizarro & H. B. Ferreira, comunicação pessoal). A identificação 

foi feita pelos seguintes programas: SignalP 3.0 (Bendtsen et al., 2004), SOSUISignal 

(Gomi et al., 2004), PrediSi (Hiller et al., 2004), SecretomeP (Bendtsen et al., 2005) e Lipop 

(Juncker et al., 2003). Essa análise resultou na identificação de 28 proteínas que seriam 

secretas pelo sistema Sec, cujos PSs seriam clivados pela SPase I. 

A partir das proteínas preditas de serem processadas pela SPase I, as predições dos 

PSs e seus respectivos sítios de clivagem foram feitas pelos programas: Phobius (Kall et al., 

2004), PrediSi, RPSP (Plewczynski et al., 2008), SignalBlast (Frank & Sippl, 2008) e 

SignalP 3.0. Visto que não existe nenhum dado publicado a respeito de PSs em Mollicutes, 

as predições foram baseadas em PSs de bactérias gram-positivas, quando o programa 

fornecia a opção. 

As predições obtidas foram agrupadas em ordem de confiabilidade seguindo critérios 

baseados na concordância das predições da extensão do PS, e consequente posição do sítio 

de clivagem, para cada proteína. Os critérios e grupos de confiabilidade foram: 

a) Proteínas de confiabilidade 1: proteínas cujas predições da extensão dos 

respectivos PSs apresentaram moda com desvio padrão (DP) menor que 3 resíduos. 

b) Proteínas de confiabilidade 2: proteínas cujas predições da extensão dos 

respectivos PSs apresentaram moda com DP acima de 3. 
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c) Proteínas de confiabilidade 3: proteínas cujas predições da extensão dos 

respectivos PSs apresentaram média com DP menor que 3. 

d) Proteínas de confiabilidade 4: proteínas cujas predições da extensão dos 

respectivos PSs apresentaram média com DP maior que 3. 

O alinhamento dos PSs de cada grupo de confiabilidade foi feito por MUSCLE v. 3.6 

(Edgar, 2004) e visualizado por GeneDoc v. 2.6.002 (Nicholas & Nicholas, 1997). Para a 

seleção de PSs para síntese e posterior aplicação em ensaios de clivagem utilizou-se 3 

critérios: (1) PSs pertencentes às proteínas de confiabilidade 1; (2) proteínas de possível 

relação com a patogenicidade do M. hyopneumoniae; (3) porção do PS condizente com a 

capacidade de síntese e capaz de ser processada pela SPase I de acordo com a literatura.  

Foram sintetizados peptídeos correspondentes a porções dos PSs das proteínas 

P97(YP 287595,1), P97-like (YP 287669,1) e P216 (YP 287885,1) acrescidos dos 

aminoácidos +1, +2 e +3 relativos à porção amino-terminal da proteína madura. Assim, os 

PSs sintéticos foram nomeados de acordo com as proteínas de origem e correspondem aos 

aminoácidos 9 ao 35 da P97, 3 ao 28 da P97-like e 5 a 32 da P216 (ver Figura 6). Os PSs 

escolhidos foram sintetizados pelo grupo do Prof. Dr. Luiz Juliano Neto, do departamento 

de Biofísica, da Universidade Federal de São Paulo. Os peptídeos obtidos foram 

suspendidos em 100% de DMSO (dimetilsulfóxido), com concentração variando de 10-15 

mM e armazenados em -20 ºC até o uso. 

 

1.2 Purificação da rMhSPase I para ensaios funcionais 

Para a expressão da rMhSPase I funcional, o plasmídeo recombinante contendo a 

CDS da sipS (pGEX-4T-3:sipS) foi transformado por eletroporação em E. coli BL-21 
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pLysE. As células transformadas foram cultivadas em meio Circle-Grow (Q-BIOgene, 

EUA) e induzidas por 0.1 mM de IPTG (isopropil-β-D-tiogalactopiranosídeo) à temperatura 

de 28 ºC durante 6 h. Em seguida, as células foram coletadas por centrifugação e 

ressuspendidas em PBS na proporção de 37,5 mL de PBS para cada litro de cultura de E. 

coli. A lise celular foi feita por sonicação a 75 Hz em banho de gelo, seguida da 

solubilização da rMhSPase I com 1% do detergente não iônico Triton X-100 (Sigma) por 30 

min em banho de gelo sob agitação branda. A purificação e eluição em PBS adicionado de 

0,5% de Triton X-100 foram realizadas de acordo com o item 2.3 do manuscrito incluído na 

seção de resultados da Parte 1 desta dissertação. 

 

1.3 Ensaios de clivagem in vitro de PSs sintéticos pela rMhSPase I 

Todas as reações de clivagem I foram realizadas com frações recém purificadas de 

rMhSPase I (uso no mesmo dia da purificação) utilizando PSs sintéticos (P97, P97-like e 

P216) como substratos. As reações de clivagem duraram 24 h cada, à temperatura de 37 ºC. 

As variáveis testadas foram:  

a) Concentração da rMhSPase I: 10, 10
-1

 ou 10
-3

 μM; 

b) Concentração de PSs sintéticos: 66, 100, 200 ou 250 μM; 

c) Tampão e pH: 100 mM de acetato de sódio (pH 5), 25 mM de Tris-Cl (pH 7), 50 

mM de Tris-Cl (pH 8) ou 25 mM de fosfato de sódio (pH 8); 

d) Presença ou ausência de detergente 1% Triton-X 100; 

e) Concentração de DMSO residual: 0,6 e 2,5%. 
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Alternativamente, usou-se extrato celular fresco de M. hyopneumoniae 7448 (83 

μg/mL) em reações com 100 e 200 μM de substrato. Também foi avaliada a possibilidade de 

clivagem em ambiente hidrofóbico obtido do pellet resultante da centrifugação do extrato 

celular de M. hyopneumoniae por 40 min a 4 ºC. O pellet foi coletado, submetido à fervura 

por 12 min e após resfriamento foram adicionados o substrato (2 mM) e a rMhSPase I (13 

μM). 

As clivagens foram paradas adicionando-se 20% de TCA (ácido tri-cloro 

acético)/acetona gelado. Após precipitação à -20 ºC por 16 h, o pellet resultante foi lavado 

com acetona gelada. Em seguida ao descarte da acetona, o pellet foi ressuspendido em 0,1% 

de ácido fórmico. As clivagens foram analisadas por espectrometria de massas em 

MALDI/TOF (ionização/dessorção de matriz assistida por laser, tempo-de-vôo; do inglês 

Matrix-assisted laser desorption/ionization, Time of Flight). 
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2. Resultados 

 

2.1 PSs de M. hyopneumoniae cliváveis pela SPase I 

 

Os PSs preditos e suas respectivas classificações estão representados na Figura 4. 

Proteínas de confiabilidade 1 e proteínas de confiabilidade 2 apresentaram sítios de clivagem 

de seus PSs alinhados e correspondentes aos sítios de clivagem clássicos para SPase I 

bacteriana. As características observadas para a maioria dos sítios de clivagem dos PSs de 

confiabilidade 1 e 2 foram: (a) uma Ala na posição -1 ou um aminoácido pequeno (Asn, Gly, 

Val); (b) A posição -3 teve uma maior variação apresentando maiores frequências de 

aminoácidos pequenos Ala, Val e Ser (Figura 5).  

Os PSs referentes às proteínas de confiabilidade 1, 2 e 3 apresentaram uma estrutura 

geral característica: a porção N contendo aminoácidos polares e positivos; porção H 

contendo aminoácidos hidrofóbicos, alifáticos e pequenos; e a porção C contendo 

aminoácidos pequenos. A média dos PSs para as proteínas de confiabilidade 1, 2 e 3 foi de 

30 aminoácidos por PS, com uma moda de 28 aminoácidos e DP de 5,75. Apesar dos PSs 

das proteínas de confiabilidade 4 apresentarem estrutura geral condizente com PSs 

processados por SPase I, os dados correspondentes ao tamanho do PS e a frequência de 

aminoácidos no sítio catalítico não foram utilizados.  

Uma característica importante observada para algumas proteínas [as lipoproteínas 

(YP 287761,1 e YP 287760,1), o antígeno de superfície 46K (YP 287902,1), a proteína 

hipotética MHP7448 0661 (YP 288046,1) e a prolipoproteína p65 (YP 288041,1)] é a 

presença de uma cisteína próxima ao sítio de clivagem. Essa característica é típica de PSs 
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processados por SPase II, onde a cisteína +1 é o local de modificação lipídica N-acil-S-

diacilgliceril-Cys (Babu et al., 2006). 
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Figura 4. Peptídeos-sinal e sítios de clivagem por SPase I preditos pertencentes a 

proteínas preditas de serem secretadas pelo sistema Sec em M. hyopneumoniae 7448. 

As proteínas estão agrupadas de acordo com a confiabilidade das predições dos PSs e seus 

respectivos sítios de clivagem. O sítio de clivagem de cada proteína é representado (|) na 

respectiva sequência, seguido da porção amino-terminal da proteína madura. As proteínas 

cujos PSs são listados são identificadas pelo número de acesso do banco de dados RefSeq do 

NCBI (National Center for Biotechnology Information) seguido pelo nome. O destaque dos 

aminoácidos foi realizado de acordo com as propriedades físico-químicas dos aminoácidos 

segundo Nicholas & Nicholas (1997).  
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Figura 5. Frequência de aminoácidos nas posições -1 e -3 dos PSs de proteínas de 

confiabilidade 1 e 2. São representadas as ocorrências de cada aminoácido por posição -1 e 

-3 nos sítios de clivagem dos PSs preditos. As proteínas cujos peptídeos-sinal foram 

utilizados para análise do sítio de clivagem foram: lipoproteína (YP 287761,1), proteína 

P97-like (YP 287669,1), proteína P97 (YP 287595,1), possível proteína de superfície P216 

(YP 287885,1), proteína hipotética MHP7448 0022 (YP 287422,1), lipoproteína (YP 

287760,1), proteína P97 (YP 287506,1), proteína hipotética MHP7448 0461 (YP 287851,1), 

antígeno de superfície 46K (YP 287902,1), proteína hipotética MHP7448 0342 (YP 

287737,1), proteína hipotética MHP7448 0661 (YP 288046,1).  
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2.2 Ensaios de clivagem in vitro de PSs sintéticos pela rMhSPase I 

 

Os ensaios de clivagem foram realizados com os PSs sintéticos P97-like, P97 e P216 

(Figura 6), cujas massas dos peptídeos íntegros e seus respectivos produtos de clivagem 

estão listados na Tabela 1. Em todas as condições testadas, os espectros de massas 

resultantes dos ensaios de clivagem com P97 e P216 corresponderam aos peptídeos íntegros 

(Figura 7), indicando que não houve processamento proteolítico desses PSs pela rMhSPase 

I. Os espectros relativos à clivagem do PS sintético P97-like resultaram em picos 

correspondentes a uma degradação na sua região carboxi-terminal (Figura 7). No entanto, 

espectros semelhantes foram observados em ensaios controles sem a adição da rMhSPase I, 

indicando que essa degradação não é resultante da atividade da rMhSPase I  

 

 

Figura 6. PSs sintéticos utilizados nos ensaios de clivagem in vitro pela rMhSPase I. Os 

peptídeos-sinal sintéticos correspondem à porção amino-terminal das proteínas P97(YP 

287595,1), P97-like (YP 287669,1) e 216 (YP 287885,1). O sítio predito de clivagem é 

representado (|) em cada sequência, seguido pelos 3 primeiros aminoácidos amino-terminais 

preditos para a proteína madura. O destaque dos aminoácidos foi realizado de acordo com as 

propriedades físico-químicas dos aminoácidos segundo Nicholas & Nicholas (1997). 
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Tabela 1. Predição das massas moleculares dos PSs sintéticos antes e após a clivagem pela 

rMhSPase I 

PSs 

sintéticos 

Massas dos peptídeos 

íntegros (Da) 

Massas esperadas resultantes de clivagem 

pela rMhSPase I (Da) 

P97 2691,24 447,54 e 2243,70 

P97-like 2907,44 341,37 e 2566,07 

P216 2689,22 314,39 e 2374,83 
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Figura 7. Espectros de massas correspondentes aos PSs sintéticos após os ensaios de 

clivagem in vitro com ou sem a presença da rMhSPase I nas diversas condições 

testadas. Os espectros correspondem aos peptídeos íntegros derivados da P97 (massa 

molecular: 2691,24 Da) e da P216 (massa molecular: 2689,22 Da). O peptídeo sintético 

correspondente à P97-like apresentou-se degradado (massa molecular do peptídeo íntegro: 

2907,44 Da) mesmo sem a adição da rMhSPase I. 
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5. Discussão final 

 

Os sequenciamentos dos genomas das linhagens de M. hyopneumoniae geraram 

estudos subsequentes de aspectos funcional e aplicado. Apesar de proteínas de membrana, 

como adesinas e lipoproteínas, terem sido alvos ou identificadas nesses estudos (Madsen et 

al., 2008; Meens et al., 2009; Pinto et al., 2009; Wilton et al., 2009), não existem 

comprovações experimentais sobre os mecanismos que estariam envolvidos na translocação 

e processamento proteolítico dessas proteínas. Também são raros os relatos sobre as 

proteínas exportadas pelo M. hyopneumoniae e como elas interagiriam com o hospedeiro, 

apesar da importância que essas proteínas possam ter na relação micoplasma-hospedeiro (Li 

et al., 2009b). Com relação ao sistema de exportação e processamento de tais proteínas, os 

genomas de linhagens de M. hyopneumoniae revelaram a ausência ou não conservação de 

alguns componentes de sistemas de exportação (por exemplo, a proteína SecB e o RNA 

4,5S) e até sistemas de exportações inteiros (sistema Tat). No entanto, a CDS relativa à 

SPase I foi conservada durante a evolução do M. hyopneumoniae, fato compartilhado 

somente com mais 4 das 14 espécies do gênero Mycoplasma cujos genomas foram 

totalmente sequenciados (Benson et al., 2008). Este trabalho constitui a primeira 

caracterização de uma proteína relacionada ao sistema Sec de exportação de proteínas no M. 

hyopneumoniae, a SPase I.  

A análise genômica à procura de PSs em proteínas preditas de serem secretadas pelo 

sistema Sec revelou que proteínas de membrana, adesinas, antígenos de superfície e 

proteínas hipotéticas seriam processadas pela SPase I. A frequência de aminoácidos 

observada nos sítios de clivagem por SPase I dos PSs de M. hyopneumoniae está de acordo 

com o observado em bactérias (Nielsen et al., 1997). Além disso, o tamanho médio e moda 
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observados para os PSs de M. hyopneumoniae é mais próximo aos observados em bactérias 

gram-positivas do que em gram-negativas (Bendtsen et al., 2004). É importante salientar que 

apesar de usar softwares com diferentes métodos para a predição dos PSs, não existem 

algoritmos ou características determinadas para os PSs de Mollicutes, o que implica num 

resultado tendencioso para os modelos já conhecidos: gram-negativos, gram-positivos e 

eucariotos. Apesar de uma possível negligência aos PSs característicos de Mollicutes, os 

resultados indicam que houve uma conservação da estrutura e sítio de clivagem dos PSs ao 

longo da evolução do M. hyopneumoniae. A aparente conservação dos PSs em M. 

hyopneumoniae contrasta com a ausência de conservação de genes correspondentes a 

componentes do sistema Sec observada para os genomas de M. hyopneumoniae e outros 

Mollicutes (Minion et al., 2004; Westberg et al., 2004; Catrein et al., 2005; Vasconcelos et 

al., 2005). 

A indicação de adesinas já caracterizadas (P97, P97-like, P216 e P102) como 

possuidoras de PSs processados por SPase I permite associar o processamento destas 

adesinas à ação da SPase I. Antes de discutir o assunto detalhadamente, é importante 

salientar que este trabalho não conseguiu comprovar o processamento in vitro dos PSs 

sintéticos relativos às adesinas P97, P97-like e P216 com os métodos aplicados (discutido 

posteriormente), o que confere um aspecto hipotético, mas não indutivo a discussão acerca 

do processamento de adesinas pela MhSPase I.  

A adesina P97 é uma das proteínas mais caracterizadas do M. hyopneumoniae (Hsu 

et al., 1997; Djordjevic et al., 2004; Adams et al., 2005; Chen et al., 2006; Jenkins et al., 

2006; Pinto et al., 2009). Foi demonstrado que a adesina P97 passa por uma série de 

clivagens proteolíticas, sendo detectados peptídeos derivados, mas raramente a pré-proteína, 

em imunoblots de extrato protéico total de M. hyopneumoniae (Djordjevic et al., 2004). O 
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complexo padrão de clivagem da pré-proteína também ocorre com as adesinas P102 

(Djordjevic et al., 2004), P159 (Burnett et al., 2006) e P216 (Wilton et al., 2009) e outros 

parálogos da P97 e P102 (Pinto et al., 2007b). Os peptídeos derivados das adesinas podem 

ser encontrados na superfície celular, mesmo não possuindo porção transmembranar 

(Djordjevic et al., 2004; Burnett et al., 2006). O processamento das adesinas é específico 

para cada pré-proteína, sendo até específico para cada linhagem de M. hyopneumoniae no 

caso de P97 e P159 (Djordjevic et al., 2004; Burnett et al., 2006). Corroborando com a ideia 

de que este tipo de processamento proteolítico é específico de adesinas é a ausência destes 

processos em outras em outras proteínas de peso molecular alto (Pinto et al., 2007b; Wilton 

et al., 2009) e lipoproteínas bem caracterizadas (Kim et al., 1990; Futo et al., 1995). 

Uma característica comum entre os processamentos proteolíticos das adesinas é que 

estes, ou parte destes, devem ocorrer durante ou logo após a translocação da proteína para a 

membrana (Djordjevic et al., 2004; Burnett et al., 2006; Wilton et al., 2009). No entanto, 

não foi determinada a(s) proteína(s) responsável por essas clivagens. Tendo os fatos citados, 

o processamento proteolítico das adesinas ou pelo menos parte do processamento destas pela 

MhSPase I torna-se bastante razoável. Como demonstrado pela análise in silico deste 

trabalho, as adesinas P97, P216 e P102 possuem PSs característicos de serem processados 

pela SPase I. Este fato implicaria na exportação destas adesinas via sistema Sec. O sistema 

Sec dispõe de duas endopeptidases que atuam durante ou logo após a translocação, SPase I e 

SPase II (Paetzel et al., 2002). Como mencionado anteriormente, o processamento 

proteolítico em M. hyopneumoniae é característico de adesinas, mas não lipoproteínas. 

Logo, a SPase I seria a única endopeptidase conhecida que teria acesso às proteínas durante 

ou imediatamente após a sua translocação.  
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O fato do processamento proteolítico de adesinas variar de acordo com a linhagem de 

M. hyopneumoniae, onde as diferenças de sequências das adesinas não justificariam o 

processamento proteolítico diferencial (Djordjevic et al., 2004), leva a indução de que 

diferentes linhagens teriam distintas capacidades de processamento de adesinas. Essa ideia é 

corroborada pela expressão diferencial entre três linhagens de M. hyopneumoniae de uma 

candidata ao processamento proteolítico das adesinas, a MhSPase I. Assim, seria possível 

supor que uma diferença quantitativa na capacidade de proteólise, ou mesmo de exportação 

das adesinas, poderia acarretar em uma diferença no padrão de clivagem de cada adesina. 

Ainda mais, a possível atuação da MhSPase I nas adesinas não impossibilitaria a ação 

subsequente de outras peptidases de membrana que atuariam sob outros modos de regulação. 

Os estudos sobre o processamento proteolítico das adesinas compõem um cenário 

interessante em relação ao destino final de seus peptídeos derivados e respectivos peptídeos-

sinal. O trabalho desenvolvido com a P216 não foi capaz de identificar a ponta amino-

terminal do peptídeo P120 (porção amino-terminal resultante da clivagem da pré-proteína) 

que se localiza na membrana (Wilton et al., 2009). Como não foram determinados os 

primeiros aminoácidos da porção amino-terminal do peptídeo P120, não é possível afirmar 

se a ausência do PS é devido à clivagem ou às limitações dos métodos empregados. Em 

relação à adesina P159, o PS não é removido do peptídeo P27 (porção amino-terminal 

resultante da clivagem da pré-proteína) na linhagem 232 (Burnett et al., 2006), no entanto 

não foi possível determinar a localização celular dessa porção devido a problemas com os 

controles. Ao que se refere à adesina P97, o processamento proteolítico na linhagem J gera o 

peptídeo P22 (porção amino-terminal) cujo PS não é removido, mas na linhagem 232 esse 

peptídeo não foi encontrado (Djordjevic et al., 2004), sendo sugerido subsequentes clivagens 

dessa porção. Interessantemente, anticorpos contra o peptídeo P22 foram capazes de 
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localizar agregados na matriz extracelular, no citosol e na membrana da linhagem 232. Em 

conjunto, esses resultados não são capazes de afirmar ou negar a necessidade de remoção do 

PS para uma localização na superfície da membrana ou na matriz extracelular dos peptídeos 

derivados correspondentes às porções amino-terminais das adesinas.  

Como não foi possível obter as linhagens de E. coli IT41 ou IT89 (Inada et al., 1989) 

para comprovação da funcionalidade da MhSPase I em testes de complementação in vivo, 

foram propostos ensaios de clivagem de PS sintético in vitro. Para ser processado pela SPase 

I, um PS tem de ter a sua porção hidrofóbica preservada (Kall et al., 2004). A SPase I de E. 

coli é capaz de clivar um peptídeo mínimo composto pelos aminoácidos -3 à +2, no entanto 

uma clivagem mais eficiente é obtida quando o PS é composto pelos aminoácidos -7 à +2 

(Dev et al., 1990). Assim, a preservação de conformações estruturais, como alfa-hélice, seria 

necessária para o reconhecimento e clivagem do PS pela SPase I de E. coli.  

Parte dos PSs pertencentes às proteínas P97, P97-like e P216 foram sintetizados 

observando-se o limite da capacidade de síntese dos peptídeos e estrutura mínima necessária 

para o reconhecimento pela SPase I. Os ensaios de clivagem foram guiados pela literatura 

existente sobre a caracterização de outras SPases I com PSs sintéticos (Stein et al., 2000; 

Sharkov & Cai, 2002; Kim et al., 2008). As condições utilizadas nesses ensaios estão 

representadas na Tabela 2. Somente um dos ensaios utilizados como referência foi realizado 

com um peptídeo marcado, enquanto que a detecção da clivagem nos outros dois trabalhos 

foi feita por espectrometria de massas e cromatografia líquida de alto desempenho (HPLC, 

do inglês high performance liquid chromatography). Como não havia certeza com relação 

ao sítio de clivagem dos PSs utilizados nos ensaios com rMhSPase I, preferiu-se sintetizar 

peptídeos não marcados, para terem seus sítios de clivagem confirmados. Uma vez 
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confirmados os sítios de clivagem por espectrometria; novos PSs seriam sintetizados, dessa 

vez marcados, o que facilitaria a caracterização enzimática da rMhSPase I. 

Tabela 2. Condições usadas em ensaios de clivagem com SPase I recombinante e PSs 

sintéticos em outros trabalhos. 

Autores SPase I (μM) 
PS sintético 

(μM) 
pH Tampão 

Triton-X 

100 

Stein et al. 

(2000) 

lepB (E. coli) 

8.6 10
-3

 

Y
NO2

FSASALAKIK
Abz-

NH2 

20 

8,1 
Tris-HCl (50 mM) 

 
1% 

Sharkov & 

Cai (2002) 

SpsB 

(Staphylococcus 

aureus ) 

17,5 

V 

vários (12 aminoácidos) 

250 

9 

Tris-HCl (50 mM), 

NaCl (200 mM), 

MgCl2 (5 mM) 

 

0,375% 

Kim et al. 

(2008) 

Mutantes de lepB 

1,69 

FSASALAKI 

400 
7,7 

Fosfato de sódio 

(25mM) 

 

- 

 

Os ensaios de clivagem de PSs sintéticos pela rMhSPase I foram realizados em 

várias condições, incluindo condições similares a de ensaios para outras SPase I. No entanto, 

não foi verificada a atividade da rMhSPase I sobre os PSs sintéticos P97, P97-like e P216. 

Também não foi possível purificar a SPase I recombinante de E. coli (lepB) (dados não 

mostrados) em quantidades suficientes para ser utilizada como controle positivo nos ensaios 

de clivagem. A ausência de um controle positivo nos ensaios de clivagem, impossibilitou 

qualquer conclusão sobre a atividade proteolítica ou não da rMhSPase I sobre os peptídeos 

sintéticos. Além disso, os ensaios foram projetados somente para determinação do local de 

clivagem, sendo demasiados prolongados e laboriosos (um ensaio típico tem duração de 7-8 

dias, que envolvem a purificação da proteína, tempo de incubação, purificação e detecção 

dos peptídeos por espectrometria de massas) para permitir uma padronização adequada. 

Outro fator limitante foi a quantidade de substratos testados (quantidade de cada peptídeo e 

limitado número de peptídeos sintéticos). No entanto, algumas especulações a cerca da 

ausência de clivagem da rMhSPase I sobre os peptídeos sintéticos podem ser feitas: 
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a) A rMhSPase I pode ter sido expressa em sua forma inativa. A maioria dos estudos 

sobre a caracterização de SPase I recombinante usa como método de purificação 

cromatografia de afinidade à cauda de histidina incluída na proteína recombinante (Klenotic 

et al., 2000; Peng et al., 2001; Kavanaugh et al., 2007). Neste trabalho foi utilizado a 

rMhSPase I fusionada a glutationa-S-transferase (GST), como estratégia de purificação por 

cromatografia de afinidade. Os métodos de lise celular e as condições de eluição utilizadas 

para SPase I, no entanto, estão de acordos com a literatura mencionada. 

b) A baixa solubilidade dos PSs sintéticos, com dificuldade de solubilização em 

100% de DMSO, pode ter sido a causa da ausência da atividade da rMhSPase I. Durante os 

ensaios realizados, geralmente era observada a formação de um pellet de aparência viscosa 

no fundo dos eppendorfs. A eventual insolubilidade dos PSs sintéticos em tampão de ensaio 

resultaria em uma separação física entre a enzima, em solução, e o peptídeo, precipitado. É 

importante salientar que a atividade de SPase I é dependente do meio hidrofóbico e da 

inclusão do substrato e da enzima em micelas para a formação do complexo substrato-

enzima (Stein et al., 2000). Para a solução desse problema, tentou-se realizar, sem sucesso, 

ensaios de clivagem com a porção insolúvel do extrato celular de M. hyopneumoniae. 

c) Não puderam ser excluídas as possibilidades dos peptídeos não serem substratos 

da MhSPase I ou de aminoácidos essenciais para o devido reconhecimento da MhSPase I 

terem sido deixados de fora ao projetar os PSs sintéticos. 

Apesar de limitada, pois não representa a complexidade da relação parasita-

hospedeiro (Casadevall & Pirofski, 1999), a visão centrada no patógeno tem sido bastante 

utilizada para investigação da patogenicidade e fatores de virulência de diversos 

microrganismos (Smith, 1977; Falkow, 1997; Finlay & Falkow, 1997; Falkow, 2004). No 

caso de M. hyopneumoniae, essa visão tem tido particular importância diante do fato de que 
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há variabilidade da virulência entre diferentes linhagens isoladas de campo (Vicca et al., 

2003). A diferença na virulência entre linhagens pôde ser identificada em estudos 

comparativos do perfil protéico de linhagens não patogênica e patogênicas cultivadas in 

vitro (Li et al., 2009a; Pinto et al., 2009). Baseado nessa visão da capacidade de causar 

doença centrada no patógeno, o fato da MhSPase I ser mais expressa em uma linhagem 

patogênica (7442), em comparação a outra linhagem patogênica (7448) e uma linhagem não 

patogênica (J), é um indicativo de que a MhSPase I pode estar relacionada com a virulência 

do M. hyopneumoniae. Caso essa indicação corresponda com a realidade, seria lógico supor 

que a linhagem 7442 teria maior capacidade patogênica do que a linhagem 7448. Apesar de 

não existirem estudos comparando a virulência entre essas duas linhagens, Vasconcelos et 

al. (resultados não publicados, 2005) observaram que a linhagem 7448 não foi capaz de 

causar PES em todos os animais experimentalmente inoculados e apresentou baixa 

soroconversão em animais experimentalmente doentes, o que sugere uma baixa virulência 

desta linhagem.  

A localização em operon de sipS com genes que codificam componentes da 

biossíntese do Asn-tRNA e Gln-tRNA (Raczniak et al., 2001), não só ratifica a 

caracterização de MhSPase I como fator de virulência, mas também é interessante do ponto 

de vista da fisiologia do M. hyopneumoniae. A CDS sipS é transcrita juntamente com as 

CDS correspondentes a uma proteína hipotética (MHP0030) e às subunidades A (gatA), B 

(gatB) e C (gatC) da aspartil-tRNA/glutamil-tRNA(Asn/Gln) amidotransferase. O fato de 

gatA ser super expressa em condição de infecção, juntamente com secA que codifica a 

proteína homônima componente do sistema Sec (Madsen et al., 2008), é um indicativo da 

importância do sistema Sec e da consequente coexpressão de sipS em níveis similares ao de 

gatA nessa condição. Esta conformação em operon sugere uma regulação integrada de 
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componentes da biossíntese e exportação de proteínas. Como observado por Arraes et al. 

(2007), o M. hyopneumoniae não possui rotas de síntese de aminoácidos, apesar de possuir 

enzimas necessárias para a produção de todos os aminoacil-tRNA. Assim, num cenário de 

disponibilidade de aminoácidos, como durante a infecção, o M. hyopneumoniae coregularia 

a síntese e a exportação de proteínas que estariam em contato direto com o hospedeiro. Tal 

regulação conjunta conferiria ao M. hyopneumoniae uma vantagem metabólica e temporal 

nos primeiros momentos da colonização do epitélio do hospedeiro. Além disso, essa 

aparente integração entre diferentes rotas metabólicas pode estar subestimada, devendo ser 

considerados futuros estudos a respeito de outros processos regulatórios, como superoperons 

(Lathe et al., 2000) e suboperons (Guell et al., 2009). 

Algumas características observadas da MhSPase I a indicam como um potencial 

antígeno diagnóstico. A MhSPase I possui sequência de aminoácidos de baixa identidade 

com ortólogos pertencentes a outros micoplasmas e bactérias relacionadas com o CDRS. 

Além disso, soro anti-rMhSPase I não possui reação cruzada com extratos de M. flocculare e 

M. hyorhinis. A MhSPase I se mostrou imunogênica para camundongos enquanto que a 

antigenicidade para suínos foi demonstrada por animais em condições de laboratório e 

campo. A comparação de resultados obtidos com ELISA-SPase I (ELISA cujo antígeno é a 

rMhSPase I) e ELISA-T mostrou razoável concordância, cujas diferenças podem ser 

explicadas pela baixa sensibilidade (Erlandson et al., 2005) e possibilidade de falsos 

positivos observados para o ELISA-T (Bereiter et al., 1990). Por se tratar de um antígeno 

recombinante, a rMhSPase I conferiria uma vantagem ao diminuir a possibilidade de reação 

cruzada e de falsos positivos no caso de seu possível uso em sorodiagnóstico. Outra 

vantagem apresentada pela rMhSPase I é a aparente maior sensibilidade em comparação ao 
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ELISA-T, fato que é corroborado pela alta imunogenicidade observada em camundongos 

imunizados com a rMhSPase I.  

Mesmo apresentando um promissor desempenho com soro de animais de campo com 

suspeita de infecção por M. hyopneumoniae, o potencial diagnóstico do ELISA-SPase I deve 

ser confirmado por experimentos futuros. Para tanto, seriam necessárias condições 

controladas de infecção de suínos com M. hyopneumoniae e outras bactérias, incluindo 

micoplasmas. Parâmetros como soroconversão e reação cruzada deveriam ser verificados e 

confirmados por estes experimentos. Além disso, de alta relevância para o diagnóstico de 

infecção de M. hyopneumoniae é a possibilidade de distinguir animais infectados de animais 

vacinados, já que a vacinação é usada para controle da PES, mas não previne a colonização 

por M. hyopneumoniae (Maes et al., 2008). Na avaliação preliminar das características 

imunológicas da MhSPase I, não foi possível verificar a capacidade de distinção entre soros 

de animais infectados ou vacinados com bacterinas comerciais. Outra etapa importante para 

a validação do uso comercial da rMhSPase I como antígeno diagnóstico é a otimização do 

método de purificação, que deve ser economicamente viável, aprimorando a pureza do 

antígeno recombinante. Essas medidas diminuiriam o custo de um possível kit, assim como 

o valor do cut-off e o background das reações. 

De acordo com Chakravarti et al. (2000) os critérios básicos para um candidato a 

formulação de vacina são: conservação antigênica entre isolados clínicos, capacidade de 

indução da produção de anticorpos funcionais, comprovação de proteção em modelos 

animais; e, finalmente, a confirmação da eficácia e segurança para o uso final. Além disso, a 

localização na superfície do patógeno de uma proteína candidata a formulação vacinal é um 

fator desejável, pois esta estaria em primeiro contato com os componentes do sistema 

imunológico do hospedeiro. Como demonstrado, a MhSPase I é expressa pelas três 



85 

 

linhagens de M. hyopneumoniae estudadas, tendo possível localização de membrana, sendo 

antigênica e imunogênica. Assim, a MhSPase I apresenta as primeiras características de um 

possível alvo para o desenvolvimento de vacina contra M. hyopneumoniae. Para tanto, seu 

potencial protetor deve ser investigado em próximos experimentos. 
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6. Conclusões e perspectivas 

 

Este trabalho demonstrou que a SPase I de M. hyopneumoniae é uma enzima que 

desperta grande interesse, tanto pelas suas implicações na fisiologia da bactéria como na 

suas possíveis aplicações biotecnológicas. A MhSPase I é expressa por todas as linhagens 

analisadas, estando relacionada com a virulência do M. hyopneumoniae. Além do possível 

envolvimento na exportação de proteínas para matriz extracelular, as predições de PSs 

indicaram que a MhSPase I estaria relacionada também com a exportação e processamento 

de adesinas. No entanto, não foi possível verificar essa atividade sobre os PSs sintéticos das 

adesinas P97, P97-like e P216 com a estratégia desenvolvida. Devido as suas características 

imunológicas até então estudadas, relação com a virulência e possíveis localização na 

membrana e papel na fisiologia do M. hyopneumoniae; a MhSPase I apresenta-se como um 

promissor alvo para o desenvolvimento de diagnóstico e vacina da PES. Estudos futuros 

devem focar as possíveis aplicações biotecnológicas da MhSPase I, além de elucidar o papel 

da MhSPase I na exportação de proteínas pela bactéria e esclarecer sua relação com o 

processamento proteolítico das adesinas. As perspectivas imediatas deste estudo são: 

a) Verificar a atividade da MhSPase I em ensaios in vitro ou em testes de 

complementação in vivo, investigando sua preferência de substrato e a possível relação com 

o processamento proteolítico de adesinas. 

b) Ampliar os experimentos com ELISA-SPase I visando à validação deste teste para 

uso diagnóstico. 

c) Investigar o perfil da resposta imunológica em modelo murino contra rMhSPase I 

com o objetivo de elucidar o potencial vacinal da MhSPase I. 
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