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RESUMO 

Mycoplasma hyopneumoniae e Mycoplasma flocculare são duas espécies 

geneticamente muito similares. M. hyopneumoniae é o agente etiológico da 

pneumonia enzoótica suína, enquanto M. flocculare é amplamente distribuído em 

rebanhos suínos, mas nenhuma doença decorrente da sua presença é observada. 

O repertório de proteínas ortólogas compartilhadas entre estas duas espécies é de 

70% e de proteínas de superfície chega em torno de 90%. Diferenças estruturais e 

funcionais entre as proteínas ortólogas poderiam explicar, pelo menos em parte, o 

caráter de patogenicidade ou não destas espécies. A fim de identificar domínios 

diferenciais, foi realizada uma análise comparativa in silico das proteínas de 

superfície ortólogas de M. hyopneumoniae e M. flocculare. Foram analisados 184 

pares de proteínas ortólogas e foram identificados domínios diferenciais em 85% 

deles. As sequências codificadoras das regiões diferenciais do par de proteínas 

hipotéticas ortólogas MHP7448_0612, de M. hyopneumoniae, e MF_00357, de M. 

flocculare, foram clonadas em vetor de expressão pGEX-4T-3 e expressas em 

Escherichia coli para a produção dos polipeptídeos recombinantes 

correspondentes (rMHP61267-169 e rMF35767-197, respectivamente). A resposta 

imune humoral e celular de camundongos foi analisada para avaliação das 

possíveis propriedades imunológicas diferenciais de domínios correspondentes de 

M. hyopneumoniae e de M. flocculare. Ambos os polipeptídeos recombinantes 

induziram altos níveis de IgG a partir do dia 30 pós-imunização em relação ao 

grupo controle, mas não houve diferença significativa entre os níveis de IgG entre 

os animais imunizados com os polipeptídeos recombinantes. Na avaliação da 

resposta celular, rMHP61267-169 induziu níveis significativamente maiores de IFN-γ 

e IL-10 em esplenócitos de camundongos não imunizados em relação aos níveis 

induzidos por rMF35767-197 ou aos observados no controle sem estímulo. Os 

domínios diferenciais induziram respostas imunes celulares diferenciais em 

camundongos. Esses resultados apontam um possível envolvimento de domínios 

diferenciais na resposta imune do hospedeiro contra M. hyopneumoniae e no 

desenvolvimento da doença.   



13 
 

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 

(rMHP61267-169 and rMF35767-197, 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, rMHP61267-169 induced high 

levels of IFN-γ e IL-10 in splenocytes from non-immunized mice, in comparison to 

the levels observed in animals immunized with rMF35767-197 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. INTRODUÇÃO 

1.1. Classe Mollicutes 

As espécies da classe Mollicutes estão posicionadas em um ramo único da 

árvore filogenética de bactérias, tendo evoluído a partir de um ancestral comum da 

classe Firmicutes, com baixo teor G+C, cerca de 605 milhões de anos atrás 

(Sirand-Pugnet et al., 2007). Os molicutes são divididos em dois ramos: ramo 

AAA, contendo os gêneros Asteroleplasma, Anaeroplasma, Acholeplasma e o filo 

Phytoplasma; e o ramo SEM, abrangendo os gêneros 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 reúne fitoplasmas patogênicos para plantas 

(Sirand-Pugnet et al., 2007).  

A evolução dos molicutes foi marcada por reduções genômicas, resultando 

em genomas pequenos com tamanhos variando entre 580 kb, para Mycoplasma 

genitalium, e 1358 kb, para Mycoplasma penetrans HF-2, no gênero 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 código genético das espécies pertencentes ao ramo SEM, o códon 

de parada UGA é codificado como códon de triptofano (Iriarte et al., 2011). A 

consequência desta modificação levou à deleção do gene codificador do fator de 

liberação 2 (RF2) mantendo apenas o gene codificador do fator de liberação 1 

(RF1), que reconhece os códons UAG e UAA (Razin et al., 1998).  

A perda da parede celular, outra característica dos molicutes, confere 

propriedades como a sensibilidade ao choque osmótico e a detergentes, e 

determina a formação de colônias com morfologia peculiar. Além disso, as células 

apresentam uma forma predominantemente esférica, embora muitas espécies 

possam apresentar colônias com diferentes morfologias (Razin & Hayflick, 2010). 

Também devido à ausência da parede celular, as interações entre molicutes e o 

sistema imunológico de seus hospedeiros se dá em grande parte através da sua 
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membrana plasmática (Chambaud et al., 1999) e todos os molicutes são 

resistentes a inibidores da síntese de parede celular, como beta-lactâmicos, 

glicopeptídeos, fosfomicinas, polimixinas, sulfonamidas, trimetoprina, ácido 

nalidíxico e rifampicina (Bébéar et al., 2011). 

A limitada capacidade de biossíntese, como a ausência do ciclo do ácido 

tricarboxílico ou de rotas da síntese de aminoácidos, torna os mollicutes 

dependentes do microambiente do hospedeiro para suprir um amplo espectro de 

percursores necessários para a biossíntese de macromoléculas (Rottem, 2003). A 

maioria dos molicutes vive de forma comensal nos seus hospedeiros e, em 

artrópodes, podem ser considerados simbiontes (Razin et al., 1998). No caso das 

espécies patogênicas, as infecções raramente são do tipo aguda, mas seguem um 

curso crônico (Razin & Hayflick, 2010), com preferência para as superfícies de 

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

1.2. Gênero Mycoplasma 

O gênero 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 econômico decorrente das 

doenças causadas por espécies deste gênero fizeram com que estas bactérias 

estivessem entre os primeiros organismos cujos genomas foram completamente 

sequenciados (Fraser et al., 1995). Atualmente, existem 43 genomas de diferentes 

espécies e linhagens do gênero Mycoplasma disponíveis em banco de dados 

públicos. 

 Em seres humanos, ao menos 16 espécies de micoplasmas já foram 

isoladas (Liu et al., 2012), sendo os mais estreitamente associados com doenças 

humanas Mycoplasma pneumoniae, Mycoplasma genitalium e Mycoplasma 

fermentans (Nicholas et al., 2009). M. pneumoniae é o agente da pneumonia 

atípica em crianças e adolescentes. Além disso, o desenvolvimento de infecções 

crônicas e a persistência e severidade de sintomas asmáticos têm sido associados 

a essa espécie (Kim et al., 2014). M. genitalium tem sido relacionado com 

infecções do trato urogenital em homens e mulheres e é o agente etiológico da 
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uretrite não gonocócica em homens (Sethi et al., 2012). Doenças como cofator 

para a síndrome da imunodeficiência adquirida, a prevalência de artrite 

reumatoide, infecção do trato genital e síndrome da fadiga crônica têm 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 às células e tecidos do hospedeiro, ou 

possuírem a capacidade de penetrar e ocupar a região intracelular (Baseman et 

al., 1995). A adesão é o pré-requisito inicial para a colonização e infecção, e a 

perda da capacidade de aderência por mutações resulta em perda da infectividade 

(Razin & Hayflick, 2010). Mecanismos de regulação gênica e mutações aleatórias 

estão ausentes em micoplasmas devido a perdas genômicas, sendo substituídos 

pelo acoplamento de conjuntos particulares de genes com mudanças rápidas e 

reversíveis que produzem variantes de superfície celular em uma população 

isogênica (Citti et al., 2010).  

Toxinas potentes não têm sido associadas com micoplasmas. Apenas 

produtos moderadamente tóxicos do metabolismo como peróxido de hidrogênio e 

radicais superóxido causando dano oxidativo nas membranas da célula do 

hospedeiro (Razin et al., 1998). O quadro clínico por infecções por micoplasmas 

em seres humanos e animais tem sido associado aos danos causados pela 

resposta imune e inflamatória do hospedeiro do que efeitos tóxicos dos 

componentes celulares (Razin & Hayflick, 2010). 

1.3. Mycoplasma hyopneumoniae 

M. hyopneumoniae é um exemplo de micoplasma encontrado no trato 

respiratório de suínos (Stemke & Robertson, 1990) e o agente etiológico da 

pneumonia enzoótica suína (PES). A PES é uma enfermidade de curso crônico 

altamente prevalente (variando entre 38 a 100%) (Simionatto et al., 2013), e causa 

perdas econômicas significativas devido ao aumento no uso de antibióticos e a 

diminuição da performance dos suínos (Maes et al., 2008). Os sintomas principais 

da PES são caracterizados por lesões pulmonares, tosse não produtiva, leve febre 

e anorexia, principalmente em suínos na fase final de produção (Sibila et al., 
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2009). A severidade dos sintomas depende da presença de infecções secundárias 

e condições ambientais.  

A avaliação das lesões pulmonares em uma amostra de suínos no 

momento do abate tem sido utilizada para estimar a incidência de PES dentro de 

um rebanho suíno e no preço de mercado da carcaça (Sibila et al., 2009). O 

isolamento de M. hyopneumoniae dos pulmões de suínos por cultivo 

bacteriológico é considerado a técnica padrão-ouro para o diagnóstico (Thacker 

2004). A necessidade de um meio especializado (Sibila et al., 2009), o lento 

crescimento do organismo e a contaminação por outros micoplasmas, como M. 

flocculare e Mycoplasma hyorhinis (Maes et al., 1996) impede a utilização da 

técnica rotineiramente. Testes sorológicos para detecção de anticorpos contra M. 

hyopneumoniae são 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 laboratório Tween 

20-ELISA (Sibila et al., 2009). No entanto, estes testes ainda apresentam uma 

baixa sensibilidade, dificuldade em diferenciar animais vacinados de infectados, 

presença de imunidade adquirida maternalmente e reatividade cruzada com M. 

flocculare e Mycoplasma hyosynoviae (Neto et al., 2014).  

Vacinas comerciais para a PES, baseadas em preparações de bacterinas 

inativadas, são amplamente aplicadas em rebanhos suínos. O uso destas vacinas 

aumenta o ganho de peso diário e a taxa de conversão alimentar e reduz os sinais 

clínicos e as lesões pulmonares (Maes et al., 2008), porém não impede a 

transmissão de M. hyopneumoniae entre os animais (Meyns et al., 2006). Devido 

aos problemas enfrentados com vacinas baseadas em bacterinas de M. 

hyopneumoniae, estudos com antígenos recombinantes têm demonstrado 

potencial (Conceição et al., 2006; Galli et al., 2012; Simionatto et al., 2013; Virginio 

et al., 2014), mas estas formulações ainda não estão disponíveis comercialmente. 

Alternativas ao controle da infecção por M. hyopneumoniae incluem a otimização 

de práticas de manejo e condições de habitação, através de sistemas de produção 

all-in/all-out, densidade de animais, tamanho do rebanho, melhoria nas condições 

de habitação e medidas de biossegurança (Maes et al., 2008).  
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A adesão de M. hyopneumoniae ao epitélio ciliar da traqueia, brônquios e 

bronquíolos é o pré-requisito para o início da doença. Após a infecção, o 

micoplasma situa-se no ápice dos cílios, no espaço interciliar ou em contato com 

as microvilosidades (Maes et al., 1996). A permanência da infecção reduz a 

atividade ciliar, levando a uma perda completa dos cílios, presença de exsudatos 

nas vias aéreas e destruição das células epiteliais (DeBey & Ross, 1994).  

A adesão de M. hyopneumoniae às células hospedeiras é um processo 

multifatorial que envolve várias adesinas já descritas, cuja expressão pode variar 

entre linhagens patogênicas e não patogênicas (Pinto et al., 2009) e o 

reconhecimento de receptores glicoconjugados na células do suíno (Zhang et al., 

1994). A primeira e mais estudada adesina identificada foi a P97 (Zhang et al., 

1995). A inibição da proteína P97 por anticorpos diminui a capacidade de 

aderência de M. hyopneumoniae às células hospedeiras (Zhang et al., 1995) e um 

mínimo de oito regiões repetitivas denominadas R1 são necessárias para a 

adesão (Minion et al., 2000). A capacidade de ligação aos cílios 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 

suíno, 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), plasminogênio (Seymour et al., 2012; Woolley et al., 2013) e 

fibronectina (Deutscher et al., 2010; Raymond et al., 2014), também foram 

identificadas como alvos de ligação de proteínas de M. hyopneumoniae. No 

entanto, o mecanismo exato de aderência aos cílios ainda não está totalmente 

elucidado. 

A resposta imune no pulmão do hospedeiro suíno é considerada 

determinante de patologia do M. hyopneumoniae (Damte et al., 2011). Após a 

adesão de M. hyopneumoniae às células suínas, no local da infecção ocorre uma 

inflamação aguda das vias respiratórias, que leva à hiperplasia epitelial e 

infiltração da lâmina própria por células inflamatórias, principalmente neutrófilos 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 pró-

inflamatórias, como a interleucina-1β (IL-1β), o fator de necrose tumoral-α (TNF-α), 

a interleucina-6 (IL-6), a interleucina-8 (IL-8) e a interleucina -18 (IL-18) também 

ocorre em infecções 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 indução de tais citocinas na resposta inflamatória (Muneta et al., 

2003). 

 

 

Figura 1: Eletromicrografia do cultivo de epitélio ciliar suíno com M. hyopneumoniae 91-3. 
Eletromicrografia mostrando a aderência e o dano no epitélio ciliar suíno causado pela linhagem 
patogênica 91-3 de M. hyopneumoniae (indicada por seta). Barra de escala = 5 μm. Adaptada de 
Young et al. (2000). 

 

1.4. Mycoplasma flocculare 

M. flocculare também é amplamente presente em rebanhos suínos em 

pulmões normais e com lesões (Kobisch & Friis, 1996). Este micoplasma também 

é capaz de aderir ao trato respiratório dos suínos, mas sem ocasionar dano ao 

epitélio ciliar, como o observado em infecções por M. hyopneumoniae (Figura 2).  

Após a infecção experimental em suínos, já foi detectada a produção de 

anticorpos específicos contra M. flocculare (Bereiter et al., 1990). No entanto, até o 

momento, ainda não há estudos sobre o papel da resposta imunológica do 

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

 

2. JUSTIFICATIVAS E OBJETIVOS 

2.1. Justificativas 

Recentemente, o genoma de M. flocculare foi sequenciado e permitiu a 

comparação com o genoma de M. hyopneumoniae (Siqueira et al., 2013). A 

organização dos genomas em grupos de genes monocistrônicos e clusters de 

CDS mostrou-se conservada entre as duas espécies. O número 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 proporção de 

CDS que são preditas como codificadoras de proteínas de superfície, 47,5% e 

44,4% para M. flocculare e M. hyopneumoniae, respectivamente, também é 

similar. O número de proteínas de superfície ortólogas entre estas duas espécies 

é cerca de 90%. O compartilhamento de CDS sugere que a patogenicidade de M. 

hyopneumoniae e a ausência de patogenicidade de M. flocculare pode ser 

explicada de maneira qualitativa, através de domínios presente em proteínas. 
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Diferenças na virulência entre espécies podem ser associadas à presença 

de variantes nas proteínas de superfície através de domínios funcionais 

associados a características como capacidade de adesão ou antigenicidade 

(Siqueira et al., 2013). Análises comparativas de domínios diferenciais ficaram 

restritas a diferentes linhagens de M. hyopneumoniae, como identificação de 

VNTRs (de Castro et al., 2006) e para M. flocculare apenas na adesina P97 

(Siqueira et al., 2013). A presença de domínios diferenciais no repertório de 

proteínas de superfície ortólogas de M. hyopneumoniae e M. flocculare pode 

indicar sua relevância para a patogenicidade. 

Portanto, a identificação de domínios diferenciais através de uma análise 

comparativa de proteínas de superfície entre M. hyopneumoniae e M. flocculare 

poderá indicar diferenças estruturais e imunológicas entre estas proteínas. Tais 

diferenças poderão contribuir para explicar, pelo menos em parte, o caráter 

patogênico de M. hyopneumoniae e o não patogênico de M. flocculare. A análise 

da resposta imune induzida por estes domínios 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 domínios proteicos diferenciais entre proteínas de superfície 

ortólogas de M. hyopneumoniae e M. flocculare. 

2.3. Objetivos específicos 

 - Identificar domínios diferenciais em proteínas de superfície ortólogas de 

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

 - Avaliar comparativamente a resposta imune humoral e celular de 

camundongos em resposta aos domínios diferenciais de M. hyopneumoniae e M. 

flocculare. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1. Análise in silico de proteínas de superfície ortólogas 

 As proteínas de superfície ortólogas de M. hyopneumoniae e M. flocculare 

foram preditas por Siqueira et al. 2013. As sequências primárias de aminoácidos 

das proteínas de superfície de M. hyopneumoniae e M. flocculare foram coletadas 

do banco de dados do NCBI. Cada par de proteínas de superfície ortólogas foram 

alinhadas usando o algoritmo ClustalW disponível no software MEGA 5.05, num 

total de 184 pares de proteínas de superfície analisadas. Domínios diferenciais 

foram definidos como inserção ou deleção de 5 aminoácidos ou mais e/ou 

sequências de no mínimo 10 aminoácidos com 30% ou menos de similaridade, 

entre regiões de alta similaridade (acima de 70%). A topologia das proteínas foi 

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

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 

aquelas topologias em que a localização da região transmembrana, extracelular e 

intracelular da proteína foram iguais em, no mínimo, dois dos três programas.  

Domínios de ligação 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 

aminoácido e denominadas domínio de ligação à heparina 1 e 2, respectivamente. 

A identificação destes domínios nas proteínas de superfície de M. hyopneumoniae 

7448 e M. flocculare foram realizadas usando o programa PATMATDB 

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

bin/emboss.pl?_action=input&_app=patmatdb).  

3.2. Linhagens bacterianas e condições de cultivo 

M. hyopneumoniae 7448, precedente da Embrapa Suínos e Aves 

(Concórdia, SC), foi isolado de um suíno infectado em Lindóia do Sul, SC, Brasil 

http://mobyle.pasteur.fr/cgi-bin/portal.py?#forms::toppred
http://mobyle.pasteur.fr/cgi-bin/portal.py?#forms::toppred
http://phobius.sbc.su.se/
http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/
http://www.bioinformatics2.wsu.edu/cgi-bin/emboss.pl?_action=input&_app=patmatdb
http://www.bioinformatics2.wsu.edu/cgi-bin/emboss.pl?_action=input&_app=patmatdb
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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 líquido (Friis, 1975) a 37ºC por 48 h, sob leve agitação.  

3.3. Extração de DNA genômico de M. hyopneumoniae e M. flocculare 

O DNA genômico de M. hyopneumoniae 7448 e M. flocculare foi extraído a 

partir de 5 mL de cultivo, segundo protocolo descrito por Siqueira et al. (2013). As 

quantidades totais de DNA tipicamente recuperadas eram de aproximadamente 5 

a 7 μg. 

3.4. Amplificação de sequências-alvo e clonagem em vetor de expressão 

 Iniciadores específicos foram utilizados para amplificar, por PCR, a partir de 

DNA genômico, as sequências codificadoras dos domínios diferenciais do par de 

ortólogos MHP7448_0612 (MHP61267-169) e MF_00357 (MF35767-197). Nas 

extremidades 5’ e 3’ de cada iniciador foram adicionados 20 e 24 nt, 

respectivamente, homólogos ao sítio de policlonagem do vetor pGEX-4T-3 (GE 

Healthcare). As sequências e as temperaturas de anelamento (Ta) dos iniciadores 

utilizados estão descritas na Tabela 1. A clonagem dos amplicons no vetor foi 

realizada por recombinação in vivo em Escherichia coli KC8, conforme descrito por 

Parrish et al. (2004).  
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Tabela 1. Iniciadores utilizados para amplificação das sequências nucleotídicas de 

M. hyopneumoniae 7448 e M. flocculare 

Nome1 Sequência (5’→3’) 2 Ta 3 

MHP61267-169 5’ TGGTTCCGCGTGGATCCCCGCCTGTAACAAATTCTGAGTTT 65ºC 

MHP61267-169 3’ GCGAGGCAGATCGTCAGTCAGTCATTCATATTTTTTTATCTCAGC 65ºC 

MF35767-197 5’ TGGTTCCGCGTGGATCCCCGCCAGTAACAAATTCTGAATT 66ºC 

MF35767-197 3’ GCGAGGCAGATCGTCAGTCAGTCAAGCCACACCTTGTTTGTA 66ºC 

1.
Nome das CDSs selecionadas referente à anotação de Vasconcelos et al. (2005) e Siqueira et al. 

(2013). 
2.
As sequências em negrito são as complementares à sequência codificadora de interesse; as 

demais correspondem às sequências de 20 ou 24 nt complementares ao vetor de clonagem. 
3 
Temperatura de anelamento dos iniciadores. 

 

3.5. Expressão e purificação de polipeptídeos recombinantes 

Os plasmídeos recombinantes obtidos conforme descrito na Seção 3.4 

foram transformados nas linhagens de E. coli BL21 Star (DE3) e BL21 pLysE 

(DE3) (Invitrogen). A expressão das proteínas recombinantes em fusão com a 

GST foi realizada conforme Smith & Johnson (1988). Os cultivos foram feitos em 

meio YT 2 X e induzidos com IPTG na concentração final de 0,1 mM, por 3 h a 

28°C ou por 6 h a 37°C. Após a indução, os extratos proteicos bacterianos foram 

submetidos a sonicação (sonicador VC601 Sonic and Materials Inc.) em banho de 

gelo por 6 ciclos de 30 s e centrifugados a 20.000 x g para separação das frações 

solúvel e insolúvel. A expressão e a solubilidade das proteínas recombinantes 

foram avaliadas por SDS-PAGE 12%. 

 A purificação das proteínas recombinantes foi feita por cromatografia de 

afinidade em resina de glutationa-Sepharose (GE Healthcare), conforme indicado 

pelo fabricante. As frações solúveis dos extratos bacterianos foram incubadas com 

a resina por 16 h a 4°C e, para a recuperação das proteínas recombinantes livres 

de GST, as proteínas de fusão foram clivadas com 50 U de trombina (Sigma-
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Aldrich). As proteínas foram quantificadas através do sistema Qubit (Quant-iT 

Proteín Assay Kit, Invitrogen) e armazenadas em PBS 1 X (137 mM NaCl; 2,7 mM 

KCl; 10 mM Na2HPO4; 2 mM KH2PO4), a -20°C. A eficiência da clivagem e a 

recuperação das proteínas recombinantes foram avaliadas por SDS-PAGE 15%. 

3.6. Imunização de camundongos 

Camundongos da linhagem BALB/c com 6-10 semanas de idade foram 

imunizados via intraperitoneal com 25 μg de cada antígeno recombinante 

purificado, 10 μg de lipossalicarídeo (LPS) (Sigma) e PBS 1 X, em volume final de 

200 μl por camundongo. Os grupos experimentais foram formados por 8 animais e 

os animais foram imunizados (grupos 1 e 2) com os polipeptídeos recombinantes 

de M. hyopneumoniae e M. flocculare, respectivamente (ver Seções 3.4 e 3.5), ou 

apenas com 10 μg de LPS e PBS 1X (grupo controle). Três imunizações foram 

feitas em intervalos de 15 dias, e 60 dias após a primeira imunização, os animais 

sofreram eutanásia. Todos os procedimentos realizados com animais foram 

aprovados pelo Comitê de Ética no Uso de Animais da UFRGS (Projeto nº 25857). 

3.7. Análise da resposta imune humoral 

Os níveis de anticorpos induzidos pelos polipeptídeos recombinantes foram 

determinados por ELISA indireto, conforme descrito por Virginio et al. (2003),com 

algumas modificações. Placas de 96 poços (Nunc) foram sensibilizadas com 0,4 

μg/poço de polipeptídeo recombinante correspondente. Para a determinação do 

título, os soros dos animais pré-imune e 45 DPI com os polipeptídeos 

recombinantes e somente LPS foram utilizados. A diluição seriada partiu de um 

título de 1000 até 128000. Após a titulação dos soros, para a análise da resposta 

imune humoral individual dos animais, os soros foram diluídos 1:16000 e testados 

em triplicata. Como anticorpo secundário, foi adicionado anti-mouse IgG 

conjugado a peroxidase (Sigma). As reações antígeno-anticorpo foram reveladas 

utilizando peróxido de hidrogênio e OPD como substrato. A densidade ótica de 

cada reação foi mensurada a 492 nm (OD492). Análises estatísticas e as 



26 
 

representações gráficas foram realizadas usando GraphPad Prism 5 (GraphPad 

Software). 

3.8. Análise da resposta imune celular 

A avaliação da resposta imune celular foi feita de acordo com Virginio et al. 

(2014), com algumas modificações. Três camundongos machos BALB/c não 

imunizados foram eutanasiados e tiveram seus baços removidos. Foi realizado 

uma mistura dos esplenócitos dos três 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 µM de 2-mercaptoetanol. Uma 

concentração de 5 x 106 células foram estimuladas com 10 µg/mL dos 

polipeptídeos recombinantes em 5% de CO2 a 37ºC por 72 h, em triplicata. Como 

controle positivo o estímulo foi realizado com 10 µg/mL de Concavalina A e o 

controle negativo foi a ausência de estímulo nos esplenócitos. Os sobrenadantes 

dos esplenócitos estimulados foram testados para presença das citocinas IFN-γ, 

IL-10 e IL-4 por ELISA de captura com o kit ELISA (BD Biosciences).  

 

4. RESULTADOS 

4.1. Análise in silico de domínios diferenciais em proteínas de superfície 

ortólogas de M. hyopneumoniae 7448 e M. flocculare 

 Proteínas de superfície ortólogas de M. hyopneumoniae 7448 e M. 

flocculare foram previamente preditas por Siqueira et al. (2013). Cada par de 

proteínas de superfície ortólogas foi alinhado e analisado, totalizando 184 pares 

de proteínas de superfície ortólogas analisadas. Foram estabelecidos como 

domínios diferenciais: (i) aquelas regiões com, no mínimo, 10 aminoácidos de 

extensão com 30% ou menos de similaridade, flanqueadas por regiões de maior 
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similaridade; (ii) e regiões com ausência/presença de, no mínimo, 5 aminoácidos 

em relação à proteína ortóloga do par.  

A análise comparativa realizada entre os pares de ortólogos permitiu a 

identificação de 158 pares que apresentam domínios diferenciais segundo os 

critérios estabelecidos. O número e as posições dos domínios diferenciais 

identificados estão descritos na Tabela 2 (versão eletrônica). Nestes pares, de 1 a 

40 domínios diferenciais foram evidenciados. Para 26 pares de ortólogos não 

foram identificados domínios diferenciais. Das 26 proteínas de superfície ortólogas 

sem domínios diferenciais, 15 possuíam função anotada e 11 foram anotadas 

como proteínas hipotéticas (Siqueira et al., 2013; Vasconcelos et al., 2005). 

A adesão à moléculas da matriz extracelular do suíno e ao epitélio ciliar é 

um passo crucial para infecção e considerado um mecanismo de patogenicidade. 

Os pares de ortólogos foram analisados contra a presença de domínios de ligação 

à heparina para avaliar se os domínios diferenciais podem estar relacionados com 

domínios envolvidos com patogenicidade. Do total de proteínas de superfície 

ortólogas preditas, 135 e 130 proteínas de M. hyopneumoniae 7448 e M. 

flocculare, respectivamente, apresentaram domínios de ligação à heparina. O 

domínio de ligação à heparina encontrou-se nos domínios diferenciais em 35 

proteínas de M. hyopneumoniae 7448 (Tabelas 3B, versão eletrônica) e em 34 

proteínas de M. flocculare (Tabela 3A, versão eletrônica). 

Para avaliação preliminar da possível relevância imunológica de domínios 

diferenciais ortólogos de M. hyopneumoniae e M. flocculare, foi selecionado um 

par de proteínas de superfície ortólogas. Usando critérios mais estringentes, a 

saber: (i) domínio diferencial se estendendo por mais de 50 aminoácidos; e (ii) 

localização do domínio diferencial na região extracelular das proteínas. Segundo 

estes critérios, a identificação se restringiu a 3 pares de proteínas ortólogas: 

MHP7448_0612 e MF_00357, MHP7448_0094 e MF_00500 e MHP7448_0556 e 

MF_00306 (dados não mostrados). As proteínas hipotéticas MHP7448_0612 de 

M. hyopneumoniae 7448 e a ortóloga em M. flocculare MF_00357 foram então 

selecionadas arbitrariamente para os experimentos de avaliação imunológica 

comparativa posteriores. 
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A região selecionada para clonagem e expressão dos domínios diferenciais 

foi do aminoácido 67 a 169 e 67 a 197 das proteínas MHP7448_0612 (MHP61267-

169) e MF_00357 (MF35767-197), respectivamente. As sequências nucleotídicas 

correspondentes aos domínios apresentaram 306 pb para MHP61267-169 e 393 pb 

para MF35767-197. A região do domínio diferencial apresentou 35% de homologia 

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

de homologia. O alinhamento das duas proteínas ortólogas está mostrado na 

Figura 3 e a região do domínio diferencial está salientada em vermelho. Os 

programas utilizados para a predição da topologia das proteínas indicaram uma 

região transmembrana da região compreendida entre os aminoácidos de 12 a 30 e 

12 a 32, na proteína MHP7448_0612 e uma região transmembrana nos 

aminoácidos 12 a 34 e 11 a 31, na proteína MF_00357 (dados não mostrados). As 

regiões C-terminais de ambas proteínas, a partir das respectivas regiões 

transmembrana, foram preditas como extracelulares. 

 

 

Figura 3: Alinhamento das sequências de aminoácidos das proteínas de superfície ortólogas 
de M. hyopneumoniae (MHP7448_0612) e M. flocculare (MF_00357). O domínio diferencial 
selecionado para clonagem e expressão em E. coli esta indicado em vermelho.   
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4.2. Expressão dos domínios diferenciais ortólogos de MHP61267-169 e 

MF35767-197 

Os domínios MHP61267-169 e MF35767-197 foram expressos em E. coli para 

produção dos polipeptídeos recombinantes rMHP61267-169 e rMF35767-197, 

respectivamente. Os amplicons clonados (Figura 4), de 350 pb e 437 pb incluíram 

os domínios diferenciais de 306 pb e 393 pb de MHP774_0612 e MF_00357, 

respectivamente mais 44 pb homólogos ao vetor de clonagem.   

 

 

Figura 4. Produtos de amplificação das sequências nucleotídicas dos domínios diferenciais 
da MHP7448_0612 e MF_00357. Os produtos amplificados foram submetidos à eletroforese em 
gel de agarose 1%. Amostras 1 e 3: Produtos de PCR contendo as sequências dos domínios 
diferenciais da MF_00357 e MHP7448_0612, respectivamente, mais 44 pb homólogos ao vetor de 
expressão pGEX-4T-3; Amostras 2 e 4: Controles negativos de amplificação (sem DNA-molde) das 
reações 1 e 3; M: marcadores de tamanho (pb) indicado no lado esquerdo da figura. 

 

Os plasmídeos recombinantes resultantes da clonagem por recombinação 

in vivo, pGEX-4T-3:MHP61267-169 e pGEX-4T-3:MF35767-197, foram utilizados para 

a transformação de células de E. coli. A linhagem E. coli BL21 Star (DE3) foi 

selecionada para a expressão da GST- rMHP61267-169 e a BL21 pLysE (DE3) para 

a expressão da GST-rMF35767-197. As diferentes linhagens de E. coli utilizadas 

produziram as proteínas de fusão recombinantes com as massas esperadas de 

37,4 kDa para GST- rMHP61267-169 e 40 kDa para GST-rMF35767-197. Nos testes 

de solubilidade, a indução a 28°C por 3 h foi mais favorável à obtenção do 

polipeptídeo GST- rMHP61267-169 na fração solúvel do que a indução a 37°C. O 

polipeptídeo GST-rMF35767-197 foi obtido na fração solúvel após a indução a 37°C 

por 6 h.  

420 pb 

M     1   2     3   4              

4 
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 As proteínas GST-rMHP61267-169 e GST-rMF35767-197 foram purificadas por 

cromatografia de afinidade, apresentando, em SDS-PAGE, as massas 

moleculares esperadas de 11,4 kDa e 14 kDa, respectivamente (Figura 5). A 

análise por SDS-PAGE 15% da purificação das proteínas de fusão indicou que o 

polipeptídeo rMF35767-197 foi recuperado livre de proteínas contaminantes. Já o 

polipeptídeo rMHP61267-169 foi recuperado com a contaminação da proteína de E. 

coli DnaK (70 kDa), mas em menor representatividade, como descrito no manual 

do fabricante da coluna de afinidade Glutathione Sepharose® (GE Healthcare).  

Um total de 2 mg do polipeptídeo rMHP61267-169 e 6,4 mg do polipeptídeo 

rMF35767-197 foram recuperados a partir de 1 L de cultura. A sequência dos 

polipeptídeos recombinantes foi confirmada por espectrometria de massas.  

 

 

Figura 5.  Análise eletroforética dos polipeptídeos rMF35767-197 e rMHP61267-169 purificados. 
Os polipeptídeos recombinantes foram submetidos à eletroforese em SDS-PAGE 15%. Amostra 1: 
Eluição do polipeptídeo rMF357 (14 kDa) livre de GST; Amostra 2: Eluição do polipeptídeo 
rMHP612 (11,4 kDa) livre de GST. M: marcadores de massa molecular, em kDa, indicados no lado 
esquerdo das figuras. Os géis foram corados com Coomassie R-250.  

 

4.3. Avaliação da resposta imune em camundongos induzida pelos 

polipeptídeos rMHP61267-169 e rMF35767-197 

Devido à importância da resposta imune do hospedeiro na patogênese por 

M. hyopneumoniae, a resposta imune humoral e celular de camundongos induzida 

pelos domínios diferenciais recombinantes foi avaliada. Para avaliar a resposta 

imune humoral, os polipeptídeos rMHP61267-169 e rMF35767-197, disponíveis na 

M     1        2 

15 kDa 

10 kDa 
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forma livre de GST, foram utilizados como antígenos na imunização de 

camundongos. Foram realizadas 3 imunizações no intervalo de 15 dias, e o 

sangue dos animais foi coletado também 15 dias após cada imunização. LPS foi 

utilizado como adjuvante e um grupo foi imunizado apenas com LPS como 

controle. A padronização do título dos níveis de IgG específico foi realizada com 

as amostras de soros pré-imune e 45 dias após a primeira imunização dos 

camundongos imunizados com os polipeptídeos recombinantes rMHP61267-169 ou 

rMF35767-197 ou LPS. A diluição seriada partiu de um título de 1000 até 128000 

(Figura 6). O título 16000 foi utilizado na análise da resposta imune humoral 

individual de cada animal em todos os grupos.  

Os animais imunizados produziram altos níveis de IgG contra os 

polipeptídeos rMHP61267-169 e rMF35767-197 detectáveis 30 dias após a primeira 

imunização (P < 0,01), comparado com o grupo controle. A resposta imune 

continuou constante 45 dias após a primeira imunização (Figura 7). No entanto, 

quando comparado os níveis de IgG entre os animais imunizados com rMHP61267-

169 e rMF35767-197 não houve diferença significativa. 
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Figure 6. Padronização do título dos níveis de IgG específico no soro de camundongos 
imunizados com os polipeptídeos recombinantes rMHP61267-169 e rMF35767-197 e LPS 
determinados por ELISA indireto. Os dados representam a densidade óptica a 492 nm (+ DP) de 
diferentes títulos (1000 a 128000) do pool de soros de 8 camundongos em cada grupo (Soro pré-
imune e 45 DPI) imunizados com rMHP61267-169 e LPS (A) e rMF35767-197 e LPS (B).  
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Figure 7. Níveis de IgG específico no soro de camundongos imunizados com os 
polipeptídeos recombinantes rMHP61267-169 e rMF35767-197 determinados por ELISA indireto. 
Os dados representam a densidade óptica a 492 nm (+ DP) de 8 camundongos em cada grupo 
imunizados com rMHP61267-169 (A) e rMF35767-197 (B). Os asteriscos indicam diferença significativa 
(**P < 0,001) quando comparado os níveis de IgG dos grupos imunizados com os polipeptídeos 
recombinantes e LPS e o grupo imunizado apenas com LPS. 
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 A resposta imune celular em camundongos também foi avaliada. Os 

esplenócitos de 3 camundongos machos não imunizados foram estimulados com 

os polipeptídeos recombinantes. Os níveis das citocinas IL-4, IL-10 e IFN-γ foram 

mensurados por ELISA de captura. O estímulo dos esplenócitos com rMHP61267-

169 induziu mais níveis de IL-10 e IFN-γ (P < 0,001) do que em relação aos níveis 

induzidos por rMF35767-197 (Figura 8). Não foram detectados níveis de IL-4 nos 

esplenócitos estimulados com os polipeptídeos recombinantes.  

 

 

Figura 8. Produção de citocinas por esplenócitos de camundongos BALB/c estimulados 
com os polipeptídeos rMHP61267-169 e rMF35767-197. Avaliação por ELISA de captura das 
citocinas IFN-γ e IL-10 secretadas por esplenócitos de camundongos estimulados com rMHP61267-

169, rMF35767-197, concavalina A e ausência de estímulo. A concentração de citocinas está indicada 
em nanogramas por mL de cultivo. Os asteriscos indicam diferença significativa (**P < 0,001) 
quando comparado a concentração de citocinas (IFN-γ ou IL-10) produzidas em esplenócitos 
estimulados com os polipeptídeos recombinantes. 

 

5. DISCUSSÃO 

Nos últimos 10 anos, os genomas de várias linhagens de M. 

hyopneumoniae (232, J, 7448, 168 e 7442) (Liu et al., 2011; Minion et al., 2004; 

Siqueira et al., 2013; Vasconcelos et al., 2005) e de um isolado de M. flocculare 

(ATCC 27716) (Siqueira et al., 2013) foram sequenciados. A disponibilidade das 
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sequências genômicas permitiu a análise comparativa de diferentes linhagens 

patogênicas e não patogênicas de M. hyopneumoniae utilizando abordagens 

genômicas in silico (Liu et al., 2013) e proteômicas (Pinto et al., 2009; Reolon et 

al., 2014). Análises in silico e validação experimental identificaram números 

variáveis de repetições em tandem de aminoácidos VNTRs em diferentes 

linhagens de M. hyopneumoniae (de Castro et al., 2006). Em estudos de genômica 

comparativa mais abrangentes, como o de Siqueira et al. (2013), também foram 

evidenciadas diferenças qualitativas entre os repertórios de proteínas de superfície 

de M. hyopneumoniae e M. flocculare. 

Aproximadamente um terço de todas as proteínas bacterianas estão na 

membrana plasmática ou são exportadas para fora da célula (Auclair et al., 2012), 

mesmo no caso de bactérias com genomas reduzidos, como as micoplasmas 

(Siqueira et al., 2013). M. hyopneumoniae 7448 e M. flocculare compartilham 

cerca de 70% de suas CDS totais e cerca de 90% de seus repertórios de 

proteínas de superfície (Siqueira et al., 2013). Considerando apenas os 30% de 

proteínas exclusivas de uma ou outra espécie, é possível que a diferença na 

patogenicidade não seja determinada só a isso, mas também a diferenças 

funcionais entre ortólogos. 

M. hyopneumoniae e M. flocculare possuem um total de 184 proteínas de 

superfície de ortólogas. Dentre estas proteínas, 158 pares apresentaram 

diferenças segundo critérios estabelecidos por este trabalho. A presença de 

domínios em cerca de 85% dos pares de ortólogos sugere que esses domínios 

podem desempenhar um papel funcional. Domínios de ligação em proteínas de M. 

hyopneumoniae à matriz extracelular do suíno já foram identificados e 

relacionados com a patogenicidade (Seymour et al., 2012; Woolley et al., 2013; 

Deutscher et al., 2010; Raymond et al., 2014). No entanto, a análise de domínios, 

até o momento, se restringiu a poucas proteínas e na análise global deste 

trabalho, foi demonstrado que a maioria das proteínas de superfície indicam a 

presença de domínios.   

A heparina é um glicosaminoglicano essencial da matriz extracelular em 

pulmões de suínos (Erlinger, 1995). A ligação de proteínas de superfície à 
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heparina parece desempenhar um papel importante na colonização do epitélio 

ciliar respiratório, e as regiões R1 e R2 da adesina P97 mostraram capacidade de 

ligação à heparina (Jenkins et al., 2006), bem como as proteínas P216, P159 e 

parálogo de P97 (Mhp107) (Burnett et al., 2006; Deutscher et al., 2010; Wilton et 

al., 2009). Dentre as proteínas de superfície ortólogas, 135 e 130 proteínas de M. 

hyopneumoniae e M. flocculare, respectivamente apresentaram domínio de 

ligação à heparina. Em 35 e 34 proteínas de M. hyopneumoniae e M. flocculare, 

respectivamente, o domínio de ligação à heparina encontrou-se na região do 

domínio diferencial. A presença do domínio de ligação à heparina em um domínio 

diferencial sugere que os domínios diferenciais podem interferir em domínios 

relacionados com a patogenicidade.  

Os domínios diferenciais das proteínas hipotéticas MHP7448_0612 e 

MF_00357 foram selecionados para avaliar seu papel na resposta imune de 

camundongos. A seleção foi baseada no tamanho e na localização extracelular do 

domínio diferencial nas proteínas. Ambas proteínas hipotéticas foram preditas com 

base no genoma de M. hyopneumoniae 7448 (Vasconcelos et al., 2005) e M. 

flocculare (Siqueira et al., 2013). A transcrição dos genes correspondentes a estas 

proteínas em meio de cultivo foi descrita por Siqueira et al., (2014), confirmando a 

predição realizada previamente. 

As linhagens celulares de E. coli DE3 são otimizadas para a expressão de 

sistemas controlados pelo promotor do fago T7. No entanto, em ensaios de 

rendimento e solubilidade, quando comparadas as outras linhagens não DE3 

disponíveis no laboratório (BL21-CodonPlus-RIL e BL21-CodonPlus-RP), estas 

demonstraram maximização do rendimento e solubilidade dos polipeptídeos 

recombinantes. O uso de uma baixa temperatura de indução (28°C) para o 

polipeptídeo rMHP61267-169 influenciou a produção na sua forma solúvel, nas 

diferentes linhagens de E. coli. Temperaturas baixas favorecem o estado nativo de 

proteínas recombinantes devido à diminuição na taxa de síntese proteica e 

mudanças na cinética do dobramento da cadeia polipeptídica (Georgiou & Valax, 

1996).  
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 E. coli é o organismo de escolha para a produção de proteínas 

recombinantes, por possuir a capacidade de produzir e purificar proteínas em 

grandes quantidades (Rosano & Ceccarelli, 2014). Um fator limitante para a 

produção de proteínas de micoplasmas em E. coli é o fato do códon do triptofano 

em micoplasmas ser o equivalente ao códon de parada em E. coli (Iriarte et al., 

2011), produzindo, desse modo, proteínas truncadas. Para superar este obstáculo, 

uma metodologia de mutagênese sítio dirigida foi desenvolvida (Simionatto et al., 

2009). No entanto, a região dos domínios diferenciais selecionadas para clonagem 

e expressão não apresentaram o códon do triptofano.  

A avaliação de resposta imune de camundongos contra antígenos 

recombinantes é uma alternativa para ensaios preliminares de antigenicidade e 

imunogenicidade. Antígeno recombinantes de M. hyopneumoniae que foram 

imunogênicos em camundongos demonstraram antigenicidade quando testados 

contra soros de suínos naturalmente infectados (Moitinho-Silva et al., 2012; Galli 

et al., 2013). O aumento dos níveis de IgG e a produção de IL-10 também foram 

semelhantes em experimentos independentes em camundongos e suínos 

imunizados com a proteína recombinante Hsp70 (P42) (Jorge et al., 2014; Virginio 

et al., 2014). Níveis de IgG e IgA também foram similares em camundongos e 

suínos imunizados com uma proteína quimérica (Marchioro et al., 2014). Tanto a 

resposta imune humoral como a resposta imune celular se mantém similares entre 

camundongos e suínos, e podem, em parte, ser extrapoladas entre as duas 

espécies. 

M. flocculare é uma bactéria comensal e, não foi observado dano ao 

hospedeiro decorrente da sua presença (Kobisch & Friis, 1996). M. flocculare é 

capaz de induzir a produção de anticorpos em suínos (Neto et al., 2014), que 

apresentam reação cruzada com antígenos de M. hyopneumoniae (Bereiter et al., 

1990). Ambos os polipeptídeos recombinantes induziram resposta humoral em 

camundongos, mas não houve diferença significativa entre os níveis de IgG. No 

entanto, a resposta imune humoral na infecção por M. hyopneumoniae, não é 

indicador para a colonização ou severidade da doença (Andreasen et al., 2000; 

Fano et al., 2012). 
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A patogênese e os fatores de virulência de M. hyopneumoniae ainda não 

estão totalmente elucidados, mas, a adesão ao epitélio respiratório do organismo, 

a estimulação de uma resposta inflamatória e a supressão e modulação da 

resposta imune inata e adaptativa são reconhecidas como passos importantes 

para colonização e infecção (Thacker & Minion, 2010). A infecção por M. 

hyopneumoniae induz a expressão das citocinas IL-1β, IL-18 e TNF-α (Choi et al., 

2006; Damte et al., 2011; Muneta et al., 2008; Woolley et al., 2012) que 

desencadeiam no hospedeiro uma resposta do tipo Th17, Th1 e Th2, 

respectivamente.  

O domínio diferencial rMHP61267-169 também foi capaz de induzir IFN-γ, 

uma citocina pró-inflamatória, semelhante ao que ocorre na infecção por M. 

hyopneumoniae, e também IL-10, uma citocina anti-inflamatória. IFN-γ e IL-10 

desencadeiam resposta do tipo Th1 e Th2, respectivamente, sugerindo que o 

domínio diferencial rMHP61267-169 desempenha um papel semelhante ao 

encontrado pela infecção natural no hospedeiro, visto que rMF35767-197 não 

induziu estas citocinas. A indução de respostas pró-inflamatórias e anti-

inflamatórias é mediada, pelo menos em parte, por vias de sinalização distintas, 

mas conectadas pelo mesmo complexo de receptores (Levast et al., 2014), o que 

pode explicar a indução dessas duas vias por M. hyopneumoniae e rMHP61267-169. 

Camundongos vacinados com subunidades recombinantes de M. hyopneumoniae 

também induziram a produção de IFN-γ e IL-10 (Virginio et al., 2014; Chen et al., 

2008) e IL-1 e TNF-α (Galli et al., 2012). No entanto, é a primeira vez que a 

resposta imune contra uma subunidade recombinante de M. flocculare é descrita. 

Outro aspecto crucial para o estabelecimento da infecção por M. 

hyopneumoniae é a aderência ao epitélio ciliar dos brônquios e bronquíolos 

(DeBey & Ross, 1994). A região repetitiva R1 da adesina P97 é responsável pela 

aderência ao epitélio ciliar (Hsu & Minion, 1998), e um mínimo de 8 repetições são 

necessárias para a ligação (Minion et al., 2000). M. flocculare também se adere ao 

epitélio ciliar, porém sua presença é virtualmente assintomática (Meyling & Friis, 

1972), e possui ortólogos para todas as adesinas de M. hyopneumoniae 7448, 

com exceção de uma cópia da P97 (Siqueira et al., 2013). O ortólogo de P97 cópia 
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2 não possui o domínio R1, sugerindo que diferenças na virulência entre estas 

espécies podem ser associadas a presença de variantes nas proteínas, com 

ausência ou presença de domínios funcionais. Como evidenciado pela P97, 

domínios diferenciais podem estar envolvidos na patogenicidade através da 

adesão de M. hyopneumoniae às células do hospedeiro. Desse modo, além da 

análise imunológica dos domínios diferenciais, a análise do papel destes domínios 

na adesão também é importante.   

 

6. CONCLUSÕES E PERSPECTIVAS 

 Os resultados deste trabalho identificaram domínios diferenciais em 85% 

das proteínas de superfície ortólogas de M. hyopneumoniae e M. flocculare. Além 

disso, esses domínios diferenciais podem afetar outros domínios relacionados 

com a patogenicidade, como domínio de ligação à heparina. Para avaliar a 

resposta imune em camundongos, o domínio diferencial de um par de proteínas 

de superfície ortólogas, as proteínas hipotéticas MHP7448_0612 e MF_00357 foi 

selecionada. Para os ensaios imunológicos, este trabalho disponibilizou as 

versões recombinantes dos domínios diferenciais rMHP61267-169 e rMF35767-197. Os 

níveis de IgG total não mostraram diferenças em camundongos imunizados com 

rMHP61267-169 e rMF35767-197, mas o polipeptídeo recombinante rMHP61267-169 

induziu mais a secreção das citocinas IFN-γ e IL-10. Esses resultados sugerem 

que os domínios diferenciais induzem uma resposta imune celular diferencial em 

camundongos e podem possuir um papel na patogênese de M. hyopneumoniae.  

 Como perspectivas, avaliar a resposta imune humoral e celular de suínos 

contra as versões recombinantes dos domínios diferenciais, para confirmar as 

propriedades imunológicas diferenciais. Além disso, avaliar a resposta imune de 

novos pares de domínios diferenciais para identificar se as diferenças na resposta 

imune celular se mantém com outros domínios. O papel dos domínios na 

virulência poderá ser avaliado através de mutantes, utilizando sistema de 

transposon, com posterior infecção experimental em suínos.   
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