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1. Introdugao

As bactérias Mycoplasma hyopneumoniae e Mycoplasma flocculare
sao duas espécies capazes de se aderir ao epitélio ciliar do trato
respiratdorio de suinos (Razin et al.,, 1998). Estudos gendmicos e
transcritdmicos comparativos entre essas duas espécies demonstram
que elas tém em comum a maior parte dos genes conhecidos
relacionados a viruléncia. Porém, enquanto M. hyopenumoniae é
patogénica, causando a pneumonia enzootica suina, M. flocculare é
comensal.

Acredita-se que diferencas entre proteinas compartilhadas pelas duas
espécies (ortélogas) possam ser determinantes na distincao entre os

modos de vida dessas micoplasmas. Tais diferencas podem estar

associadas a presenca de dominios exclusivos ou divergentes ou a
diferentes padrdoes de modificacdes pos-traducionais (MPTs). Dentre
as MPTs mais comumente descritas em bactérias estao as

fosforilacobes e desfosforilacbes, mediadas, respectivamente, por

quinases e fosfatases (Cain et al., 2014).

Até o presente momento, genes relacionados a estas enzimas ainda
nao foram anotados nos genomas sequenciados de M.
hyopneumoniae e M. flocculare (Vasconcelos et al., 2005; Siqueira et
al., 2013). Porém, considerando que cerca de 40% dos genes destas
micoplasmas permanece sem anotacao funcional, a existéncia deles
nao pode ser excluida.

2. Objetivos

Os objetivos gerais do presente trabalho sao a identificacao e a
caracterizacao funcional de fosfatases putativas de M.
hyopneumoniae 7448 e M. flocculare.

Os objetivos especificos iniciais sao:
(i) Anadlise de sequéncias codificadoras de proteinas hipotéticas
presentes nos genomas de M. hyopneumoniae 7448 e M. flocculare
para identificacao de fosfatases putativas;
(ii)) Amplificacdo da sequéncia codificadora de uma fosfatase putativa
de M. hyopneumoniae 7448;
(iii) Predicao de fosforilacao das proteinas de M. hyopneumoniae e M.
flocculare;
(iv) Clonagem da sequéncia codificadora de uma fosfatase putativa de
Mycoplasma hyopneumoniae 7448;
(v) Expressar uma fosfatase putativa de M. hyopneumoniae 7448 em
E. coli para producao da proteina recombinante correspondente;
(vi) Caracterizacao funcional da fosfatase putativa recombinante para
evidenciar a existéncia de uma maquinaria para desfosforilacao em M.
hyopneumoniae.

3. Material e Métodos

|dentificacao de
sequéncias

potencialmente

codificadoras de
fosfatases

¢ N

Fosfatase putativa de M.
hyopneumoniae

M. hyopenumoniae:
279 sequéncias \\
codificadoras de

proteinas hipotéticas

Blasts e analise | —>
de dominios

M. flocculare:
341 sequéncias 7
codificadoras de

proteinas hipotéticas

Fosfatase
putativa de
M. flocculare

|

Amplificacao da sequéncia
codificadora da proteina
de interesse

Clonagem por recombinacao
em vetor plasmidial de P —
expressao pGEX-TEV

M. hyopneumoniae:

695 sequéncias
codificadoras de \

proteinas

Predicao de
fosforilacao em
residuos serina (S) e
treonina (T) pelo
/’ NetFosfoBac 1.0 de
todas sequéncias
aminoacidicas

M. flocculare:
557 sequéncias
codificadoras de

proteinas

Figura 1. Fluxograma demonstrando os métodos utilizados no presente
trabalho.

4. Resultados e Discussao

A analise in silico dos genomas de M. hyopneumoniae 7448 e M.
flocculare possibilitou a identificacao de uma fosfatase putativa de M.
hyopneumoniae (MHP_0450) e da respectiva ortdologa de M.
flocculare (MFC_ 00318).

As sequéncias aminoacidicas deduzidas da MHP_0450 e da
MFC_00318 apresentam 82% e 90% de identidade e similaridade,
respectivamente. Além da homologia entre MHP_0450 e MFC_00318,
as sequéncias codificadoras correspondentes também apresentam
dominios relacionados com atividade fosfatasica, os quais sao
sugestivos da presenca de maquinaria de desfosforilacao em M.
hyopneumoniae 7448 e M. flocculare.

Como primeira etapa da caracterizacao dessas fosfatases, foi realizada
a amplificacao da sequéncia codificadora da MHP_0450 e para isso
utilizou-se a PCR overlap para permitir a troca de um cédon TGA
(codificador de triptofano em M. hyopneumoniae, mas de parada em
E. coli), por um codon TGG (Figura 2).

As sequéncias aminoacidicas de todas as proteinas anotadas para M.
hyopneumoniae e M. flocculare foram submetidas a analises de
predicao de fosforilacao em residuos serina (S) e treonina (T) com a
ferramenta NetFosfoBac 1.0 e os dados obtidos estao resumidos na
Tabela 1. Nao foi possivel observar uma diferenca significativa nos
padroes de fosforilacao em residuos serina (S) e treonina (T) dessas
duas micoplasmas.
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Figura 2. Analise dos produtos da PCR overlap através de eletroforese
em gel de agarose 1,2%. (1 e 2) Mutagénese sitio-dirigida dos
fragmentos 5’ e 3’ da MHP_0450, respectivamente; (3) Amplificacao da
sequéncia codificadora completa da MHP _0450, utilizando os

fragmentos 5 e 3’ mutados; (M) Marcador de tamanho molecular em
pb.

Total de sitios SitiosSeT Percentagem de
SeT preditos como sitiosSeT
analisados fosforilados preditos como
fosforilados
M. hyopneumoniae 30477 6802 22,3%
M. flocculare 26368 5909 22.4%

Tabela 1. Predicao de fosforilacao dos sitios S e T de M. hyopneumoniae
e M. flocculare.

6. Perspectivas

(i) A clonagem da MHP_450 no vetor de expressao pGEX-TEV;

(ii)) Expressao da versao recombinante da MHP_0450 em
Escherichia coli;

(iii) Caracterizacao funcional da MHP_0450 para determinacao da
existéncia ou nao de maquinaria para defosforilacago em M.
hyopneumoniae;

(iv) Clonar, expressar e caracterizar funcionalmente a fosfatase
putativa de M. flocculare;

(v) Fosfoprotebmica para avaliar a acuracia da predicao de
fosforilacao dos sitios de serina e treonina.
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