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RESUMO

Mycoplasma hyopneumoniae e Mycoplasma flocculare sdo duas espécies
geneticamente muito similares. M. hyopneumoniae é o agente etiologico da
pneumonia enzootica suina, enquanto M. flocculare é amplamente distribuido em
rebanhos suinos, mas nenhuma doencga decorrente da sua presenca é observada.
O repertorio de proteinas ortélogas compartilhadas entre estas duas espécies é de
70% e de proteinas de superficie chega em torno de 90%. Diferencas estruturais e
funcionais entre as proteinas ortdlogas poderiam explicar, pelo menos em parte, o
carater de patogenicidade ou ndo destas espécies. A fim de identificar dominios
diferenciais, foi realizada uma analise comparativa in silico das proteinas de
superficie ortdlogas de M. hyopneumoniae e M. flocculare. Foram analisados 184
pares de proteinas ortélogas e foram identificados dominios diferenciais em 85%
deles. As sequéncias codificadoras das regides diferenciais do par de proteinas
hipotéticas ortdlogas MHP7448 0612, de M. hyopneumoniae, e MF_00357, de M.
flocculare, foram clonadas em vetor de expressdo pGEX-4T-3 e expressas em
Escherichia coli para a producdo dos polipeptideos recombinantes
correspondentes (rMHP61257.169 € rMF35767.197, respectivamente). A resposta
imune humoral e celular de camundongos foi analisada para avaliacdo das
possiveis propriedades imunolégicas diferenciais de dominios correspondentes de
M. hyopneumoniae e de M. flocculare. Ambos os polipeptideos recombinantes
induziram altos niveis de IgG a partir do dia 30 pés-imunizacdo em relagdo ao
grupo controle, mas ndo houve diferenca significativa entre os niveis de IgG entre
0S animais imunizados com o0s polipeptideos recombinantes. Na avaliacdo da
resposta celular, rMHP61247.169 induziu niveis significativamente maiores de IFN-y
e IL-10 em esplendcitos de camundongos ndo imunizados em relacdo aos niveis
induzidos por rMF35767.197 OU aos observados no controle sem estimulo. Os
dominios diferenciais induziram respostas imunes celulares diferenciais em
camundongos. Esses resultados apontam um possivel envolvimento de dominios
diferenciais na resposta imune do hospedeiro contra M. hyopneumoniae e no

desenvolvimento da doenca.
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ABSTRACT

M. hyopneumoniae and M. flocculare are two genetically similar bacterial species.
M. hyopneumoniae is the etiological agent of porcine enzootic pneumonia, while M.
flocculare is also widespread in swine herds, although no disease has been
associated with its presence. The repertoire of orthologous proteins between M.
hyopneumoniae and M. flocculare are 70% of total CDS and 90% of surface
proteins. Functional and structural differences between orthologous surface
proteins could explain the pathogenicity or non-pathogenicity of these species. To
identify differential domains between pairs of orthologous, a comparative in silico
analysis of orthologous surface proteins between these two species was
performed. A total of 184 ortholog pairs were analyzed and differential domains
were found in 85% of them. The coding sequences of differential domains from the
pair of ortholog hypothetical proteins MHP7448_0612, from M. hyopneumoniae,
and MF_00357, from M. flocculare, were cloned into pGEX-4T-3 and expressed in
E. coli for the production of the correspondent recombinant polypeptides
(rMHP61247.169 and rMF35747.197, respectively). The humoral and cellular immune
response from mice were assessed to evaluate the possible differential
immunological properties of corresponding domains from M. hyopneumoniae and
M. flocculare. Both recombinant polypeptides induced high levels of IgG starting at
30 post-imunization in comparison to the control group, but no significant difference
was observed between IgG levels from mice immunized with the recombinant
polypeptides. Regarding cellular immune responses, rMHP61247.169 induced high
levels of IFN-y e IL-10 in splenocytes from non-immunized mice, in comparison to
the levels observed in animals immunized with rMF35747.197 Or in the non-
stimulated control group. Differential domains induced differential cellular immune
response in mice. This results suggest a possible involvement of differential
domains in host immune response against M. hyopneumoniae and in disease

development.
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1. INTRODUCAO

1.1. Classe Mollicutes

As espécies da classe Mollicutes estao posicionadas em um ramo unico da
arvore filogenética de bactérias, tendo evoluido a partir de um ancestral comum da
classe Firmicutes, com baixo teor G+C, cerca de 605 milhdes de anos atras
(Sirand-Pugnet et al., 2007). Os molicutes sao divididos em dois ramos: ramo
AAA, contendo os géneros Asteroleplasma, Anaeroplasma, Acholeplasma e o filo
Phytoplasma; e o ramo SEM, abrangendo o0s géneros Spiroplasma,
Entomoplasma, Mesoplasma, Mycoplasma e Ureaplasma (Razin et al., 1998).
Organismos pertencentes ao ramo SEM infectam o homem e uma variedade de
animais, enquanto o ramo AAA reune fitoplasmas patogénicos para plantas
(Sirand-Pugnet et al., 2007).

A evolucao dos molicutes foi marcada por reducdes gendmicas, resultando
em genomas pequenos com tamanhos variando entre 580 kb, para Mycoplasma
genitalium, e 1358 kb, para Mycoplasma penetrans HF-2, no género Mycoplasma
(Bové, 1993; Liu et al., 2012; Rottem & Barile, 1993). Os genomas das espécies
desta classe apresentam baixo teor G+C, que varia entre 24 a 33 mol% (Razin et
al., 1998). No cdédigo genético das espécies pertencentes ao ramo SEM, o cédon
de parada UGA é codificado como cdédon de triptofano (Iriarte et al., 2011). A
consequéncia desta modificacdo levou a delecéo do gene codificador do fator de
liberacdo 2 (RF2) mantendo apenas o gene codificador do fator de liberacdo 1
(RF1), que reconhece os codons UAG e UAA (Razin et al., 1998).

A perda da parede celular, outra caracteristica dos molicutes, confere
propriedades como a sensibilidade ao choque osmoético e a detergentes, e
determina a formacao de colénias com morfologia peculiar. Além disso, as células
apresentam uma forma predominantemente esférica, embora muitas espécies
possam apresentar colonias com diferentes morfologias (Razin & Hayflick, 2010).
Também devido a auséncia da parede celular, as interacbes entre molicutes e o

sistema imunoldgico de seus hospedeiros se da em grande parte através da sua
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membrana plasmatica (Chambaud et al., 1999) e todos os molicutes séo
resistentes a inibidores da sintese de parede celular, como beta-lactamicos,
glicopeptideos, fosfomicinas, polimixinas, sulfonamidas, trimetoprina, &cido
nalidixico e rifampicina (Bébéar et al., 2011).

A limitada capacidade de biossintese, como a auséncia do ciclo do acido
tricarboxilico ou de rotas da sintese de aminoacidos, torna os mollicutes
dependentes do microambiente do hospedeiro para suprir um amplo espectro de
percursores necessarios para a biossintese de macromoléculas (Rottem, 2003). A
maioria dos molicutes vive de forma comensal nos seus hospedeiros e, em
artropodes, podem ser considerados simbiontes (Razin et al., 1998). No caso das
espécies patogénicas, as infeccbes raramente sdo do tipo aguda, mas seguem um
curso croénico (Razin & Hayflick, 2010), com preferéncia para as superficies de

mucosa, como as dos tratos respiratério e genital (Citti et al., 2010).

1.2. Género Mycoplasma

O género Mycoplasma compreende mais de 120 espécies encontradas em
um amplo espectro de hospedeiros, incluindo seres humanos, animais e plantas
(Razin et al., 1998). O genoma reduzido e o interesse econdmico decorrente das
doencas causadas por espécies deste género fizeram com que estas bactérias
estivessem entre 0s primeiros organismos cujos genomas foram completamente
sequenciados (Fraser et al., 1995). Atualmente, existem 43 genomas de diferentes
espécies e linhagens do género Mycoplasma disponiveis em banco de dados
publicos.

Em seres humanos, ao menos 16 espécies de micoplasmas ja foram
isoladas (Liu et al., 2012), sendo os mais estreitamente associados com doencas
humanas Mycoplasma pneumoniae, Mycoplasma genitalium e Mycoplasma
fermentans (Nicholas et al., 2009). M. pneumoniae é 0 agente da pneumonia
atipica em criancas e adolescentes. Além disso, o desenvolvimento de infec¢des
cronicas e a persisténcia e severidade de sintomas asmaticos tém sido associados
a essa espécie (Kim et al.,, 2014). M. genitalium tem sido relacionado com

infeccbes do trato urogenital em homens e mulheres e € o agente etioldgico da
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uretrite ndo gonocécica em homens (Sethi et al.,, 2012). Doencas como cofator
para a sindrome da imunodeficiéncia adquirida, a prevaléncia de artrite
reumatoide, infeccdo do trato genital e sindrome da fadiga crbnica tém sido
associadas a M. fermentans (Liu et al., 2012; Shu et al., 2012).

Dependendo da espécie, micoplasmas podem colonizar o meio
extracelular, onde se aderem externamente as células e tecidos do hospedeiro, ou
possuirem a capacidade de penetrar e ocupar a regiao intracelular (Baseman et
al., 1995). A adesdo € o pré-requisito inicial para a colonizacao e infeccado, e a
perda da capacidade de aderéncia por mutagdes resulta em perda da infectividade
(Razin & Hayflick, 2010). Mecanismos de regulacédo génica e mutacdes aleatodrias
estdo ausentes em micoplasmas devido a perdas gendmicas, sendo substituidos
pelo acoplamento de conjuntos particulares de genes com mudancas rapidas e
reversiveis que produzem variantes de superficie celular em uma populacdo
isogénica (Citti et al., 2010).

Toxinas potentes ndo tém sido associadas com micoplasmas. Apenas
produtos moderadamente toxicos do metabolismo como peréxido de hidrogénio e
radicais superoxido causando dano oxidativo nas membranas da célula do
hospedeiro (Razin et al., 1998). O quadro clinico por infec¢des por micoplasmas
em seres humanos e animais tem sido associado aos danos causados pela
resposta imune e inflamatoria do hospedeiro do que efeitos toxicos dos

componentes celulares (Razin & Hayflick, 2010).

1.3. Mycoplasma hyopneumoniae

M. hyopneumoniae € um exemplo de micoplasma encontrado no trato
respiratorio de suinos (Stemke & Robertson, 1990) e o agente etiolégico da
pneumonia enzodtica suina (PES). A PES é uma enfermidade de curso crénico
altamente prevalente (variando entre 38 a 100%) (Simionatto et al., 2013), e causa
perdas econémicas significativas devido ao aumento no uso de antibidticos e a
diminuicado da performance dos suinos (Maes et al., 2008). Os sintomas principais
da PES sdao caracterizados por lesdes pulmonares, tosse néo produtiva, leve febre

e anorexia, principalmente em suinos na fase final de producdo (Sibila et al.,
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2009). A severidade dos sintomas depende da presenca de infec¢des secundarias
e condicbes ambientais.

A avaliagdo das lesBes pulmonares em uma amostra de suinos no
momento do abate tem sido utilizada para estimar a incidéncia de PES dentro de
um rebanho suino e no preco de mercado da carcaca (Sibila et al., 2009). O
isolamento de M. hyopneumoniae dos pulmdes de suinos por cultivo
bacteriol6gico é considerado a técnica padrdo-ouro para o diagnéstico (Thacker
2004). A necessidade de um meio especializado (Sibila et al., 2009), o lento
crescimento do organismo e a contaminagao por outros micoplasmas, como M.
flocculare e Mycoplasma hyorhinis (Maes et al., 1996) impede a utilizacdo da
técnica rotineiramente. Testes soroldgicos para deteccdo de anticorpos contra M.
hyopneumoniae s&o os mais comumente usados, sendo um comercial de bloqueio
(IDEI, Mycoplasma hyopneumoniae EIA kit, Oxoid) e dois testes de ELISA
indiretos, um comercial (HerdCheck, IDEXX) e o produzido em laboratério Tween
20-ELISA (Sibila et al., 2009). No entanto, estes testes ainda apresentam uma
baixa sensibilidade, dificuldade em diferenciar animais vacinados de infectados,
presenca de imunidade adquirida maternalmente e reatividade cruzada com M.
flocculare e Mycoplasma hyosynoviae (Neto et al., 2014).

Vacinas comerciais para a PES, baseadas em preparacdes de bacterinas
inativadas, sdo amplamente aplicadas em rebanhos suinos. O uso destas vacinas
aumenta o ganho de peso diario e a taxa de conversdo alimentar e reduz os sinais
clinicos e as lesdes pulmonares (Maes et al., 2008), porém nao impede a
transmissao de M. hyopneumoniae entre os animais (Meyns et al., 2006). Devido
aos problemas enfrentados com vacinas baseadas em bacterinas de M.
hyopneumoniae, estudos com antigenos recombinantes tém demonstrado
potencial (Conceicéo et al., 2006; Galli et al., 2012; Simionatto et al., 2013; Virginio
et al., 2014), mas estas formulacfes ainda ndo estao disponiveis comercialmente.
Alternativas ao controle da infec¢cdo por M. hyopneumoniae incluem a otimizacao
de préticas de manejo e condi¢Bes de habitacdo, através de sistemas de producgéo
all-in/all-out, densidade de animais, tamanho do rebanho, melhoria nas condicdes

de habitacdo e medidas de biosseguranca (Maes et al., 2008).
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A adesado de M. hyopneumoniae ao epitélio ciliar da traqueia, bréonquios e
bronquiolos é o pré-requisito para o inicio da doenca. Apés a infeccdo, o
micoplasma situa-se no apice dos cilios, no espaco interciliar ou em contato com
as microvilosidades (Maes et al.,, 1996). A permanéncia da infeccdo reduz a
atividade ciliar, levando a uma perda completa dos cilios, presenca de exsudatos
nas vias aéreas e destruicdo das células epiteliais (DeBey & Ross, 1994).

A adesdo de M. hyopneumoniae as células hospedeiras € um processo
multifatorial que envolve vérias adesinas ja descritas, cuja expressao pode variar
entre linhagens patogénicas e ndo patogénicas (Pinto et al.,, 2009) e o
reconhecimento de receptores glicoconjugados na células do suino (Zhang et al.,
1994). A primeira e mais estudada adesina identificada foi a P97 (Zhang et al.,
1995). A inibicdo da proteina P97 por anticorpos diminui a capacidade de
aderéncia de M. hyopneumoniae as células hospedeiras (Zhang et al., 1995) e um
minimo de oito regides repetitivas denominadas R1 sdo necesséarias para a
adesdo (Minion et al., 2000). A capacidade de ligacdo aos cilios também foi
demonstrada para as adesinas P216 (Wilton et al., 2009), P102 (Seymour et al.,
2012), Mhp271 (Deutscher et al., 2010), Mhp107 (Seymour et al., 2011), Mhp683
(Bogema et al., 2011) e Mhp194 (Raymond et al., 2014). Outras moléculas do
suino, como receptores glicoconjugados (Zhang et al., 1994), heparina (Burnett et
al., 2006; Deutscher et al., 2010; Jenkins et al., 2006; Raymond et al., 2013; Wilton
et al., 2009), plasminogénio (Seymour et al., 2012; Woolley et al., 2013) e
fibronectina (Deutscher et al.,, 2010; Raymond et al., 2014), também foram
identificadas como alvos de ligacdo de proteinas de M. hyopneumoniae. No
entanto, 0 mecanismo exato de aderéncia aos cilios ainda ndo esta totalmente
elucidado.

A resposta imune no pulmdo do hospedeiro suino € considerada
determinante de patologia do M. hyopneumoniae (Damte et al.,, 2011). Apds a
adesao de M. hyopneumoniae as células suinas, no local da infec¢cdo ocorre uma
inflamacdo aguda das vias respiratorias, que leva a hiperplasia epitelial e
infiltracdo da lamina propria por células inflamatérias, principalmente neutréfilos e

células mononucleares (Livingston et al., 1972), acarretando danos ao tecido, com
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perda ciliar (Park et al., 2002) (Figura 1). O aumento das citocinas pro-
inflamatorias, como a interleucina-1f (IL-1B), o fator de necrose tumoral-a (TNF-a),
a interleucina-6 (IL-6), a interleucina-8 (IL-8) e a interleucina -18 (IL-18) também
ocorre em infeccdes por M. hyopneumoniae (Choi et al., 2006; Damte et al., 2011;
Muneta et al., 2008; Woolley et al., 2012). Os receptores do tipo Toll 2 e 6 (TLR2 e
TLR6) medeiam a inducgdo de tais citocinas na resposta inflamatoéria (Muneta et al.,
2003).
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Figura 1: Eletromicrografia do cultivo de epitélio ciliar suino com M. hyopneumoniae 91-3.
Eletromicrografia mostrando a aderéncia e o dano no epitélio ciliar suino causado pela linhagem
patogénica 91-3 de M. hyopneumoniae (indicada por seta). Barra de escala = 5 ym. Adaptada de
Young et al. (2000).

1.4. Mycoplasma flocculare

M. flocculare também é amplamente presente em rebanhos suinos em
pulmdes normais e com lesdes (Kobisch & Friis, 1996). Este micoplasma também
€ capaz de aderir ao trato respiratorio dos suinos, mas sem ocasionar dano ao
epitélio ciliar, como o observado em infec¢des por M. hyopneumoniae (Figura 2).

Apés a infeccdo experimental em suinos, ja foi detectada a producéo de
anticorpos especificos contra M. flocculare (Bereiter et al., 1990). No entanto, até o
momento, ainda ndo ha estudos sobre o papel da resposta imunolégica do

hospedeiro contra esta bactéria.
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Figura 2: Eletromicrografia do cultivo de epitélio ciliar suino com M. flocculare (isolado
7160T). Eletromicrografia mostrando a aderéncia da bactéria (indicada por seta) ao epitélio ciliar
suino. Barra de escala = 2 ym. Adaptada de Young et al. (2000).

2. JUSTIFICATIVAS E OBJETIVOS

2.1. Justificativas

Recentemente, o genoma de M. flocculare foi sequenciado e permitiu a
comparacdo com o genoma de M. hyopneumoniae (Siqueira et al., 2013). A
organizagdo dos genomas em grupos de genes monocistronicos e clusters de
CDS mostrou-se conservada entre as duas espécies. O numero de CDS
compartilhadas entre M. hyopneumoniae 7422 e M. flocculare é de 487, sendo o
total predito para cada genoma 692 e 585 CDSs, respectivamente. A proporcao de
CDS que sao preditas como codificadoras de proteinas de superficie, 47,5% e
44,4% para M. flocculare e M. hyopneumoniae, respectivamente, também é
similar. O numero de proteinas de superficie ortélogas entre estas duas espécies
é cerca de 90%. O compartilhamento de CDS sugere que a patogenicidade de M.
hyopneumoniae e a auséncia de patogenicidade de M. flocculare pode ser

explicada de maneira qualitativa, através de dominios presente em proteinas.
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Diferencas na viruléncia entre espécies podem ser associadas a presenca
de variantes nas proteinas de superficie através de dominios funcionais
associados a caracteristicas como capacidade de adesdo ou antigenicidade
(Siqueira et al., 2013). Andlises comparativas de dominios diferenciais ficaram
restritas a diferentes linhagens de M. hyopneumoniae, como identificagcdo de
VNTRs (de Castro et al., 2006) e para M. flocculare apenas na adesina P97
(Siqueira et al., 2013). A presenca de dominios diferenciais no repertério de
proteinas de superficie ortdlogas de M. hyopneumoniae e M. flocculare pode
indicar sua relevancia para a patogenicidade.

Portanto, a identificacdo de dominios diferenciais através de uma analise
comparativa de proteinas de superficie entre M. hyopneumoniae e M. flocculare
poderd indicar diferencas estruturais e imunoldgicas entre estas proteinas. Tais
diferencas poderdo contribuir para explicar, pelo menos em parte, o carater
patogénico de M. hyopneumoniae e o ndo patogénico de M. flocculare. A analise
da resposta imune induzida por estes dominios se justifica pelo envolvimento da

imunidade do hospedeiro ser determinante de patogenicidade.

2.2. Objetivo geral

O objetivo geral deste trabalho foi identificar e caracterizar
imunologicamente dominios proteicos diferenciais entre proteinas de superficie

ortélogas de M. hyopneumoniae e M. flocculare.

2.3. Objetivos especificos

- ldentificar dominios diferenciais em proteinas de superficie ortélogas de

M. hyopneumoniae e M. flocculare através de uma andlise in silico.

- Avaliar comparativamente a resposta imune humoral e celular de
camundongos em resposta aos dominios diferenciais de M. hyopneumoniae e M.

flocculare.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Andlise in silico de proteinas de superficie ortdlogas

As proteinas de superficie ortdlogas de M. hyopneumoniae e M. flocculare
foram preditas por Siqueira et al. 2013. As sequéncias priméarias de aminoéacidos
das proteinas de superficie de M. hyopneumoniae e M. flocculare foram coletadas
do banco de dados do NCBI. Cada par de proteinas de superficie ortdlogas foram
alinhadas usando o algoritmo ClustalW disponivel no software MEGA 5.05, num
total de 184 pares de proteinas de superficie analisadas. Dominios diferenciais
foram definidos como inser¢cdo ou dele¢cdo de 5 aminoacidos ou mais e/ou
sequéncias de no minimo 10 aminoacidos com 30% ou menos de similaridade,
entre regides de alta similaridade (acima de 70%). A topologia das proteinas foi

predita utilizando os programas TopPred 1.10 (http:/mobyle.pasteur.fr/cqi-

bin/portal.py?#forms::toppred), Phobius (http://phobius.sbc.su.se/) e TMHMM

server v.2.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/). Foram consideradas

aguelas topologias em que a localizacdo da regido transmembrana, extracelular e
intracelular da proteina foram iguais em, no minimo, dois dos trés programas.
Dominios de ligacdo a heparina foram definidos como X[KRH](2)X[KRH]X e
X[KRH](3)X(2)[KRH]X conforme Cardin & Weintraub, 1989), sendo X qualquer
aminoacido e denominadas dominio de ligacdo a heparina 1 e 2, respectivamente.
A identificacdo destes dominios nas proteinas de superficie de M. hyopneumoniae
7448 e M. flocculare foram realizadas usando o programa PATMATDB

(http://www.bioinformatics2.wsu.edu/cqi-

bin/emboss.pl? action=input& app=patmatdb).

3.2. Linhagens bacterianas e condi¢des de cultivo

M. hyopneumoniae 7448, precedente da Embrapa Suinos e Aves

(Concodrdia, SC), foi isolado de um suino infectado em Linddéia do Sul, SC, Brasil
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(Vasconcelos et al., 2005). M. flocculare (ATCC 27716) foi adquirido da American
Type Culture Collection. O cultivo de ambas as espécies foi feito em 5 mL de meio
Friis liquido (Friis, 1975) a 37°C por 48 h, sob leve agitacéo.

3.3. Extracao de DNA genémico de M. hyopneumoniae e M. flocculare

O DNA gendmico de M. hyopneumoniae 7448 e M. flocculare foi extraido a
partir de 5 mL de cultivo, segundo protocolo descrito por Siqueira et al. (2013). As

guantidades totais de DNA tipicamente recuperadas eram de aproximadamente 5

a’ ug.

3.4. Amplificacéo de sequéncias-alvo e clonagem em vetor de expresséao

Iniciadores especificos foram utilizados para amplificar, por PCR, a partir de
DNA gendmico, as sequéncias codificadoras dos dominios diferenciais do par de
ortblogos MHP7448 0612 (MHP6126;160) € MF_00357 (MF357¢7.107). Nas
extremidades 5 e 3 de cada iniciador foram adicionados 20 e 24 nt,
respectivamente, homaologos ao sitio de policlonagem do vetor pGEX-4T-3 (GE
Healthcare). As sequéncias e as temperaturas de anelamento (Ta) dos iniciadores
utilizados estdo descritas na Tabela 1. A clonagem dos amplicons no vetor foi
realizada por recombinacéo in vivo em Escherichia coli KC8, conforme descrito por
Parrish et al. (2004).
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Tabela 1. Iniciadores utilizados para amplificacdo das sequéncias nucleotidicas de

M. hyopneumoniae 7448 e M. flocculare

Nome* Sequéncia (5'—3’) 2 Ta*

MHP61247.160 5 | TGGTTCCGCGTGGATCCCCGCCTGTAACAAATTCTGAGTTT 65°C
MHP61247.160 3 | GCGAGGCAGATCGTCAGTCAGTCATTCATATTTTTTTATCTCAGC | 65°C
MF357¢7.197 5’ TGGTTCCGCGTGGATCCCCGCCAGTAACAAATTCTGAATT 66°C
MF357¢7.197 3’ GCGAGGCAGATCGTCAGTCAGTCAAGCCACACCTTGTTTGTA 66°C

“Nome das CDSs selecionadas referente a anotacédo de Vasconcelos et al. (2005) e Siqueira et al.
(2013).

ZAs sequéncias em negrito sdo as complementares a sequéncia codificadora de interesse; as
demais correspondem as sequéncias de 20 ou 24 nt complementares ao vetor de clonagem.

3 Temperatura de anelamento dos iniciadores.

3.5. Expresséo e purificacdo de polipeptideos recombinantes

Os plasmideos recombinantes obtidos conforme descrito na Secdo 3.4
foram transformados nas linhagens de E. coli BL21 Star (DE3) e BL21 pLysE
(DE3) (Invitrogen). A expressdo das proteinas recombinantes em fusdo com a
GST foi realizada conforme Smith & Johnson (1988). Os cultivos foram feitos em
meio YT 2 X e induzidos com IPTG na concentragéo final de 0,1 mM, por 3 h a
28°C ou por 6 h a 37°C. ApGs a indugédo, os extratos proteicos bacterianos foram
submetidos a sonicacao (sonicador VC601 Sonic and Materials Inc.) em banho de
gelo por 6 ciclos de 30 s e centrifugados a 20.000 x g para separacao das fracoes
soluvel e insoluvel. A expressdo e a solubilidade das proteinas recombinantes
foram avaliadas por SDS-PAGE 12%.

A purificagdo das proteinas recombinantes foi feita por cromatografia de
afinidade em resina de glutationa-Sepharose (GE Healthcare), conforme indicado
pelo fabricante. As fragbes soluveis dos extratos bacterianos foram incubadas com
a resina por 16 h a 4°C e, para a recuperacdo das proteinas recombinantes livres
de GST, as proteinas de fusdo foram clivadas com 50 U de trombina (Sigma-
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Aldrich). As proteinas foram quantificadas através do sistema Qubit (Quant-iT
Protein Assay Kit, Invitrogen) e armazenadas em PBS 1 X (137 mM NacCl; 2,7 mM
KCI; 10 mM NazHPO,4;, 2 mM KH,PO,), a -20°C. A eficiéncia da clivagem e a

recuperacao das proteinas recombinantes foram avaliadas por SDS-PAGE 15%.

3.6. Imunizacdo de camundongos

Camundongos da linhagem BALB/c com 6-10 semanas de idade foram
imunizados via intraperitoneal com 25 pyg de cada antigeno recombinante
purificado, 10 pg de lipossalicarideo (LPS) (Sigma) e PBS 1 X, em volume final de
200 pl por camundongo. Os grupos experimentais foram formados por 8 animais e
os animais foram imunizados (grupos 1 e 2) com os polipeptideos recombinantes
de M. hyopneumoniae e M. flocculare, respectivamente (ver Secdes 3.4 e 3.5), ou
apenas com 10 ug de LPS e PBS 1X (grupo controle). Trés imunizacbes foram
feitas em intervalos de 15 dias, e 60 dias ap0s a primeira imunizagdo, 0s animais
sofreram eutanasia. Todos o0s procedimentos realizados com animais foram

aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais da UFRGS (Projeto n° 25857).

3.7. Andlise da resposta imune humoral

Os niveis de anticorpos induzidos pelos polipeptideos recombinantes foram
determinados por ELISA indireto, conforme descrito por Virginio et al. (2003),com
algumas modificagdes. Placas de 96 pocos (Nunc) foram sensibilizadas com 0,4
Mg/poco de polipeptideo recombinante correspondente. Para a determinacado do
titulo, os soros dos animais pré-imune e 45 DPI com os polipeptideos
recombinantes e somente LPS foram utilizados. A diluicdo seriada partiu de um
titulo de 1000 até 128000. Apos a titulacdo dos soros, para a analise da resposta
imune humoral individual dos animais, os soros foram diluidos 1:16000 e testados
em triplicata. Como anticorpo secundario, foi adicionado anti-mouse IgG
conjugado a peroxidase (Sigma). As reacdes antigeno-anticorpo foram reveladas
utilizando peréxido de hidrogénio e OPD como substrato. A densidade Gtica de

cada reacdo foi mensurada a 492 nm (ODag,). Analises estatisticas e as
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representacdes graficas foram realizadas usando GraphPad Prism 5 (GraphPad

Software).

3.8. Andlise da resposta imune celular

A avaliacao da resposta imune celular foi feita de acordo com Virginio et al.
(2014), com algumas modificacées. Trés camundongos machos BALB/c néo
imunizados foram eutanasiados e tiveram seus bacos removidos. Foi realizado
uma mistura dos esplendcitos dos trés animais e cultivados em meio RPMI 1640
(Invitrogen) suplementado com 10% de soro fetal bovino, 2 mM de glutamina, 100
U de penicilina-estreptomicina/mL e 50 pM de 2-mercaptoetanol. Uma
concentracdo de 5 x 10° células foram estimuladas com 10 pg/mL dos
polipeptideos recombinantes em 5% de CO, a 37°C por 72 h, em triplicata. Como
controle positivo o estimulo foi realizado com 10 pug/mL de Concavalina A e o
controle negativo foi a auséncia de estimulo nos esplendcitos. Os sobrenadantes
dos esplendcitos estimulados foram testados para presenca das citocinas IFN-y,
IL-10 e IL-4 por ELISA de captura com o kit ELISA (BD Biosciences).

4. RESULTADOS

4.1. Andlise in silico de dominios diferenciais em proteinas de superficie

ortélogas de M. hyopneumoniae 7448 e M. flocculare

Proteinas de superficie ortdlogas de M. hyopneumoniae 7448 e M.
flocculare foram previamente preditas por Siqueira et al. (2013). Cada par de
proteinas de superficie ortologas foi alinhado e analisado, totalizando 184 pares
de proteinas de superficie ortdlogas analisadas. Foram estabelecidos como
dominios diferenciais: (i) aquelas regides com, no minimo, 10 aminoacidos de

extensdo com 30% ou menos de similaridade, flanqueadas por regides de maior
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similaridade; (ii) e regides com auséncia/presenca de, no minimo, 5 aminoacidos
em relagdo a proteina ortéloga do par.

A analise comparativa realizada entre os pares de ortbélogos permitiu a
identificacdo de 158 pares que apresentam dominios diferenciais segundo os
critérios estabelecidos. O numero e as posicdes dos dominios diferenciais
identificados estédo descritos na Tabela 2 (verséo eletrbnica). Nestes pares, de 1 a
40 dominios diferenciais foram evidenciados. Para 26 pares de ortélogos nao
foram identificados dominios diferenciais. Das 26 proteinas de superficie ortdlogas
sem dominios diferenciais, 15 possuiam funcdo anotada e 11 foram anotadas
como proteinas hipotéticas (Siqueira et al., 2013; Vasconcelos et al., 2005).

A adesdo a moléculas da matriz extracelular do suino e ao epitélio ciliar €
um passo crucial para infeccdo e considerado um mecanismo de patogenicidade.
Os pares de ortdlogos foram analisados contra a presenca de dominios de ligacao
a heparina para avaliar se os dominios diferenciais podem estar relacionados com
dominios envolvidos com patogenicidade. Do total de proteinas de superficie
ortélogas preditas, 135 e 130 proteinas de M. hyopneumoniae 7448 e M.
flocculare, respectivamente, apresentaram dominios de ligacdo a heparina. O
dominio de ligacdo a heparina encontrou-se nos dominios diferenciais em 35
proteinas de M. hyopneumoniae 7448 (Tabelas 3B, verséo eletrdnica) e em 34
proteinas de M. flocculare (Tabela 3A, versao eletrbnica).

Para avaliacao preliminar da possivel relevancia imunolégica de dominios
diferenciais ortélogos de M. hyopneumoniae e M. flocculare, foi selecionado um
par de proteinas de superficie ortdlogas. Usando critérios mais estringentes, a
saber: (i) dominio diferencial se estendendo por mais de 50 aminoacidos; e (ii)
localizacdo do dominio diferencial na regido extracelular das proteinas. Segundo
estes critérios, a identificacdo se restringiu a 3 pares de proteinas ortélogas:
MHP7448_0612 e MF_00357, MHP7448 0094 e MF_00500 e MHP7448_0556 e
MF_00306 (dados ndo mostrados). As proteinas hipotéticas MHP7448 0612 de
M. hyopneumoniae 7448 e a ortéloga em M. flocculare MF_00357 foram ent&o
selecionadas arbitrariamente para os experimentos de avaliagdo imunoldgica

comparativa posteriores.
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A regido selecionada para clonagem e expressao dos dominios diferenciais
foi do aminoé&cido 67 a 169 e 67 a 197 das proteinas MHP7448 0612 (MHP612¢;.
160) € MF_00357 (MF35767.197), respectivamente. As sequéncias nucleotidicas

correspondentes aos dominios apresentaram 306 pb para MHP61247.169 € 393 pb

para MF35767.197. A regido do dominio diferencial apresentou 35% de homologia

flanqueada pela regido N-terminal com 70% de homologia e C-terminal com 85%

de homologia. O alinhamento das duas proteinas ortélogas estd mostrado na

Figura 3 e a regido do dominio diferencial esta salientada em vermelho. Os

programas utilizados para a predicdo da topologia das proteinas indicaram uma

regido transmembrana da regido compreendida entre os aminoacidos de 12 a 30 e

12 a 32, na proteina MHP7448 0612 e uma regido transmembrana nos

aminoéacidos 12 a 34 e 11 a 31, na proteina MF_00357 (dados ndo mostrados). As

regides C-terminais de ambas proteinas, a partir das respectivas regides

transmembrana, foram preditas como extracelulares.
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