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RESUMO

Bactérias do género Mycoplasma compreendem um grupo de mais de 200
espécies que se caracterizam principalmente por seu tamanho diminuto,
auséncia de parede celular e por serem parasitas obrigatérios de uma ampla
gama de organismos incluindo humanos, plantas e animais. A espécie
Mycoplasma hyopneumoniae encontra-se normalmente associada a suinos,
causando uma doenca respiratéria denominada pneumonia enzodtica suina,
que caracteriza-se por ser cronica porém ndo muito severa, podendo se
agravar por infeccdes oportunistas de outras bactérias, gerando grandes
perdas econdbmicas as industrias suinicolas. Neste trabalho 3 genes que
codificam  proteinas anotadas como hipotéticas (MHP7448 0278,
MHP7448 0394 e MHP7448 0476), e que revelaram a presenca de motivos
proteicos relacionados a atividades metabdlicas, como a rota de biossintese de
FAD e NAD, respectivamente, foram selecionados, amplificados por PCR e
clonados em vetores de expressdo de Escherichia coli. A expresséo,
solubilidade e rendimento das proteinas recombinantes foram analisados. A
clonagem com o gene MHP7448 0394 resultou em uma col6nia recombinante.
Para o gene MHP7448 0278 trés colbnias recombinantes foram obtidas e para
0 gene MHP7448 0476 a clonagem ainda nao foi bem sucedida. A expressao
ocorreu em linhagens de E. coli BL21 e foi induzida com a adicéo de IPTG. As
melhores linhagens para a expressdo da proteina codificada pelo gene
MHP7448 0394 foram E. coli BL21 (DE3) pLysE e E. coli BL21 (DE3) Star, e
para a proteina codificada pelo gene MHP7448 0278 as melhores cepas foram
E. coli BL21 (DE3) pLyskE e E. coli BL21 (DE3) CodonPlus Rill. O teste de
solubilidade proteica foi realizado nas duas melhores linhagens de expresséo
de MHP7448_0394 e ambas mostraram a proteina na sua fracdo sollivel em
condi¢bes padrdes de inducao, sendo entdo purificada a partir de cromatografia
de afinidade. A proteina codificada pelo gene MHP7448 0278 mostrou-se
insoltvel nas condicbes padrdes. As proteinas purificadas terdo suas estruturas

analisadas e fungao caracterizada.
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ABSTRACT

Bacteria from Mycoplasma’s genus comprise a group of more than 200 species
that are characterized mainly by their diminutive size, lack of cell wall and by
their obligate parasites’ lifestyle of a wide range of organisms including humans,
plants and animals. The species Mycoplasma hyopneumoniae is usually
associated with pigs, causing a respiratory disease denominate swine enzootic
pneumonia, which is characterized as chronic but not severe, and could be
worsen by opportunistic infections of other bacteria, causing great economic
losses to swine industries. In this work 3 genes that encodes for proteins
annotated as  hypothetical (MHP7448 0278, MHP7448 0394 and
MHP7448 _0476), which revealed the presence of protein motifs related to
metabolic activities, such as the route of NAD and FAD biosynthesis,
respectively, were selected, amplified by PCR and cloned into Escherichia coli
expression vectors. Recombinant protein expression, solubility and yields were
analyzed. The MHP7448 0394 gene cloning resulted in one recombinant
colony. For the gene MHP7448 0278 three recombinant colonies were
obtained, and for the MHP7448 0476, gene cloning has not yet been
successful. The expression occurred in strains of E. coli BL21 and was induced
with the addition of IPTG. The best strains for the protein encoded by the
MHP7448 0394 gene were E. coli BL21 (DE3) pLyskE and E. coli BL21 (DES3)
Star and the protein encoded by the gene MHP7448 0278 the best strains are
E. coli BL21 (DES3) pLysk and E. coli BL21 (DE3) CodonPlus Rill. The protein
solubility test was conducted on the two best strains of MHP7448 0394
expression and both showed protein in the soluble fraction in standards
induction conditions, that was then purified from affinity chromatography. The
MHP7448 0278 gene protein proved to be insoluble under standards
conditions. The purified proteins will have its structures reviewed and featured

function analyzed.
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1. INTRODUGCAO

1.1 O género Mycoplasma

O género Mycoplasma compreende um grupo de mais de 200 espécies
que se caracterizam principalmente por seu tamanho diminuto e auséncia de
parede celular. SG0 0s menores microrganismos auto-replicativos e por esse
motivo, por Varios anos, pensou-se que fossem virus, uma vez que
ultrapassavam filtros bacterianos. Apos a descoberta de bactérias L-formes, os
micoplasmas foram agregados a essa categoria, porém sem consenso comum,
uma vez que bactérias L-formes sdo microrganismos que perderam
parcialmente ou totalmente sua parede celular. O fim da controvérsia ocorreu
no fim dos anos 1960s onde o primeiro dado de analise genémica foi realizado
e ndo se estabeleceu relacdo com bactérias L-formes (Razin & Hayflick, 2010).

A principal diferencga entre as duas esta relacionada com o fato de que a
perda da parede celular de micoplasmas aparentemente foi apenas um passo
no longo processo de evolucdo desses organismos, que envolve muitas etapas
mais, resultando em diminuicdo marcada do genoma. As atuais bactérias L-
formes sdo na verdade artefatos de laboratério produzidos pela remocao
parcial ou total da parede celular, com minimas alteracbes no genoma da
bactéria parental (Razin et al, 1992). A auséncia total de parede celular explica
as caracteristicas Unicas de micoplasma: sensibilidade a choques osmoticos e
detergentes, resisténcia a penicilina e formacéo de uma morfologia de colénia
peculiar, similar a “ovos fritos” (Razin et al, 2010). A reproducao acontece como
na maioria dos procariotos por fissdo binaria.

Este género caracteriza-se por ser parasita obrigatério de uma ampla
gama de organismos incluindo humanos, plantas e animais (Razin et al., 1998)
e amplamente dependente de fatores do meio de crescimento, como
aminoacidos, purinas, pirimidinas e componentes de membrana. Essa
dependéncia pode ser explicada pelo tamanho diminuto do genoma dos

micoplasmas, que gera um metabolismo limitado e poucas vias de biossintese
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(Thacker & Minion, 2010). Micoplasmas normalmente apresentam
especificidades de tecido hospedeiro estrito, provavelmente devido a suas
necessidades nutricionais, um resultado direto da reducdo de genoma que
provavelmente ocorreu como consequéncia da complementaridade metabdlica
de seus hospedeiros (Razin, 1992).

As bactérias do género micoplasma possuem genomas pequenos (580—
1350 kb) com um alto contetdo A + T (em torno de 70%) (Simionatto et al.,
2013). Existem micoplasmas patogénicos e aqueles que fazem parte da
microbiota natural do hospedeiro. No caso de micoplasmas patogénicos,
infeccbes raramente sdo do tipo fulminante (Razin et al, 1998), mas sim

seguem um curso cronico e podem se agravar por infeccfes secundarias.

1.2 A espécie Mycoplasma hyopneumoniae

7

Mycoplasma hyopneumoniae é o principal patdégeno da pneumonia
enzodtica, uma doenca respiratoria crbnica em suinos. Infeccdes com M.
hyopneumoniae sédo altamente prevalentes em suinos (variando entre 38% e
100%) em praticamente quase todas as areas de producdo em todo o mundo,
causando significativas perdas econdmicas devido ao aumento no uso de
medicacdo e diminuicdo do desempenho do animal. (Maes et al., 2008;
Simionatto et al., 2013).

A infeccdo por M. hyopneumoniae é principalmente transmitida
horizontalmente de suinos infectados para companheiros de habitat ndo
infectados, mas também é verticalmente transmitida de animais fémea para
sua prole pelo contato frequente e estreito de nariz a nariz e durante o periodo
de aleitamento (Nathues et al., 2013). O estabelecimento da infec¢céo por M.
hyopneumoniae ocorre com a sua aderéncia ao epitélio ciliado respiratério, que
inicialmente causa ciliostase, destruicdo dos cilios, e possivelmente causa
morte da célula epitelial (Debey et al, 1994)

A adesdo da bactéria ao epitélio respiratério, a estimulacdo de uma

reacdo inflamatdria prolongada, a supressdo e a modulacdo das respostas
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imune inatas e adaptativas sao reconhecidos como passos importantes na
colonizagéo e infeccdo deste organismo (Thacker & Minion, 2010). Assim, 0s
animais infectados encontram-se mais suscetiveis a infeccdes secundarias,
agravando ainda mais o caso.

A producgédo de carne suina é uma potencia econdmica no Brasil e gera
grandes movimentos de investimentos todos os anos. O Brasil estd no quarto
lugar no ranking de producdo e exportacdo mundial de carne suina e a cada
ano cresce em torno de 4%. Os principais estados produtores sdo Santa
Catarina, Parana e Rio Grande do Sul. O Brasil representa 10% do volume
exportado de carne suina no mundo, chegando a lucrar mais de US$ 1 bilhdo
por ano (dados de 2010 do Ministério da Agricultura Brasileira). Visto a
importancia econdémica dessa cadeia produtiva brasileira é de suma
importancia o controle de doencas que possam dificultar o manejo e gerar
prejuizos no processo produtivo.

A infeccdo causada por M. hyopneumoniae pode ser controlada através
da combinacédo de varios fatores tais como a otimizacéo de praticas de gestéao,
medidas de biosseguranca e condicdes de habitacdo, além do uso de
antibioticos e vacinacdo (Simionatto et al., 2013). Antibiéticos como
tetraciclinas e macrolideos sao frequentemente usados para tratar doencas
respiratérias tais como a pneumonia enzodbtica suina (Vicca et al, 2004)

Apesar do sucesso dos programas de medicamentos no controle das
infeccbes de M. hyopneumoniae, muitas vezes apenas protecao parcial €
alcancada. Os resultados podem ser inconsistentes, uma vez que 0s surtos sao
possiveis quando o tratamento € interrompido (Thacker & Minion, 2010).
Também, a medicacdo preventiva ou estratégica de suinos com
antimicrobianos deve ser minimizada tanto quanto possivel para evitar o
desenvolvimento de resisténcia aos medicamentos (Simionatto et al., 2013).

Outro método de controle que vem sendo utilizado no combate de M.
hyopneumoniae € a vacinacdo. Todas as vacinas comercialmente disponiveis
séo feitas a partir de culturas de micoplasma inviaveis (mortos) - bacterinas
(Simionatto et al., 2013). A eficicia da vacinacdo tem sido demonstrada em
muitos estudos diferentes. Embora ela confira efeitos benéficos em suinos
infectados, estes efeitos sao variaveis entre rebanhos. Essa instabilidade pode

resultar de diferentes fatores como o nivel e a idade da infecgéo, fatores
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complicadores e a variabilidade entre diferentes isolados de M. hyopneumoniae
(Villarreal et al, 2011). Por isso ha a busca constante de novos alvos
antimicrobianos para essas bactérias a fim de otimizar o seu controle, visto que
um unico método ainda nao foi capaz de eliminar por completo a infeccéo de
forma répida e eficiente.

Isolados de M. hyopneumonie apresentam uma variabilidade no
tamanho do genoma que compreende entre 890 a 930 kb, com um contetudo
G+C em torno de 28% e sendo a maioria de sua sequéncia nucleotidica
codificante para proteinas O genoma de M. hyopneumoniae isolado 7448
contém 920.079 pares de bases e 716 genes codificantes de proteinas, das
quais 418 codificam proteinas com funcdes conhecidas. Da mesma forma,
quase 42% dos genes previstos de M. hyopneumoniae 7448 correspondem as
proteinas anotadas como hipotética (Vasconcelos et al., 2005).

As caracteristicas encontradas na anotacdo do genoma geraram
questBes particularmente intrigantes. Muitos componentes, incluindo vias
metabdlicas importantes e essenciais, presentes em outros organismos nao
foram identificados em micoplasmas (Hutchison et al, 2011). Com a auséncia
dessas informacdes e visto a importancia de M. hyopneumoniae ha um grande
empenho da academia cientifica no estudo desse organismo. Quatro linhagens
ja foram sequenciadas de M. hyopneumoniae (232, J, 7448 e 168) (Minion et
al, 2004; Vasconcelos et al., 2005; Liu et al., 2011) e o seu estudo vem sendo
realizado a fim de reunir esforcos para elucidar os mecanismos 0s quais

compreendem a funcionalidade dessas bactérias tdo simples e importantes.

1.3 Rotas metabdlicas em micoplasmas

O genoma reduzido de micoplasmas limita a presenca de uma ampla
atividade metabdlica nesses organismos e, quando existente, parece
principalmente estar associada com a geracgéo de energia, em vez de fornecer
substratos para as vias sintéticas.

Todos os Mollicutes examinados até agora parecem ter sistemas

respiratorios truncados, pois ndo possuem um completo ciclo do acido citrico e
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nao tém quinonas e citocromos, descartando a via de fosforilagdo oxidativa
(altamente efetiva) como um mecanismo de geracdo de ATP (Pollack et al,
2002) Assim, as rotas de rendimento energético dos Mollicutes produzem
baixas concentracbes de ATP e quantidades relativamente altas de produtos
finais metabdlicos, esgotando em alguns casos, os tecidos do hospedeiro, com
a utilizacdo do substrato especifico metabolizado. Isso pode ser um fator que
influencia a patogenicidade de micoplasmas, visto a dependéncia desses
organismos com seus hospedeiros (Razin & Hayflick, 2010).

Com base na sua capacidade de metabolizar carboidratos, os
Mollicutes dividem-se em organismos fermentativos e ndo fermentativos (Razin
& Hayflick, 2010). Pesquisas indicaram que a glicolise foi a principal fonte de
energia para onze micoplasmas fermentativos (Pollack et al., 1983; Tourtellotte
et al, 1960). JA os micoplasmas nao fermentativos obtém sua energia mais
provavelmente pela via de arginina dihidrolase. A degradag&o de arginina por
esta via € acoplada a geracdo equimolar de ATP pela fosforilagdo a nivel de
substrato, — uma forma néo tdo eficaz de producdo de energia. Justamente
pela pouca capacidade de geracéo de energia pela via da arginina dihidrolase,
h& ainda muitos questionamentos sobre a presenca desta via realmente como
a Unica fonte de energia em micoplasmas ndo fermentativos. Essa questao
permanece ainda sem resposta e estudos mais rigorosos devem ser realizados
a fim de se obter uma conclusdo mais consistente sobre o assunto (Razin &
Hayflick, 2010)

Outro mecanismo possivel para a geracdo de ATP em micoplasmas foi
proposto por Kahane et al (1978). Este mecanismo baseia-se na geragcédo de
ATP a partir de acetil fosfato e adenosina 5'-difosfato pela acetato quinase,
juntamente com formacao de fosfato de acetil do Acetil Coenzima A (acetil-
CoA) pela fosfato acetiltransferase. As duas enzimas sdo comumente
encontradas em micoplasmas fermentativos e ndo fermentativos (Kahane et al,
1978).

Mollicutes aparentemente ndo carboxilam PEP (fosfoenolpiruvato) ou
piruvato e, portanto, ndo podem entrar no ciclo TCA (ciclo do acido citrico) da
glicOlise através de oxaloacetato. A fim de compensar estas e outras
deficiéncias, como a auséncia de um sistema de transporte de elétrons que

contenha citocromo, bem como os valores de energia relativamente baixos
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durante a fase exponencial de crescimento, além da incapacidade presumida
de sintetizar de novo adenilatos de glicose, os Mollicutes exigem um ambiente
compensatorio, como um meio rico, ou um tecido vivo ou ainda substancias
com grupos de alto potencial de transferéncia de energia como
fosfoenolpiruvato, fosforibosilpirofosfato, ou pirofosfato. Essas deficiéncias
além de outras ja conhecidas ainda distinguem os Mollicutes dos demais
procariotos (Pollack et al., 1983).

1.4 Rotas metabdlicas em M. hyopneumoniae e aimportancia dos
cofatores NAD e FAD

Novas abordagens utilizando ferramentas de bioinformética podem ser
usadas para prever potenciais antigenos in silico, estreitando-se o universo a
ser testado. Além disso, essa abordagem tem a vantagem de revelar as
proteinas, independentemente de sua abundancia e sem a necessidade de
multiplicar microrganismos in vitro. Estes alvos selecionados podem ser
expressos em sistemas heterodlogos, purificados e entdo avaliados em relacao
seu potencial como drogas antimicrobianas ou antigenos para a fabricacao de
vacinas (Wang et al., 2005).

Fonseca e colaboradores (2012) realizaram uma analise in silico para
298 proteinas anotadas como hipotéticas em M. hyopneumoniae e, por meio de
VArios recursos computacionais, revelaram a estrutura e fungcdo de cinco
proteinas, sendo das quais, trés envolvidas em rotas metabdlicas. As trés
proteinas foram caracterizadas como envolvidas na rota de biossintese de NAD
(enzimas NadD e NAPRTase) e na biossintese de FAD (FAD sintetase). Até
entdo, sequéncias do genoma de micoplasmas ndo foram anotadas para
atividades relacionadas com a utilizacdo de ATP, sintese de NAD e NADH e a
utilizacdo de aminoacidos derivados de piruvato. No entanto, devem existir
genes correspondentes a essas atividades, caso contrario suas atividades
enzimaticas ndo seriam encontradas. Esta discrepancia sugere que as

metodologias baseadas em sequéncias para identificar a funcédo de proteinas
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podem nao ser apropriadas para micoplasmas em alguns casos (Fonseca et
al., 2012), gerando uma auséncia de conhecimento na &rea, atrasando a
utilizacdo dessas vias para estudos da sua funcionalidade e vitalidade no
sistema patdgeno-hospedeiro.

NAD € uma coenzima essencial, envolvida em um grande numero de
reacfes redox em todas as formas de vida celular. Além disso, o NAD é
utilizado como um co-substrato em uma variedade de reacdes nao redox,
desempenhando um papel importante na replicacdo e reparo do DNA, ligacéo
ao RNA, diferenciacéo celular e transducao de sinal celular (Houtkooper et al.,
2010). Os nucleotideos podem também ser usados como substratos nas
reacoes de ribosilacdo de ADP, biossintese de ADP-ribose ciclico e como um
agente desidratante para DNA ligase (Hilz, 1997; Lee, 2000; Singleton et al.,
1999)

Existem varias vias metabdlicas para a biossintese de nicotinamida

adenina dinucleotideo (NAD+) em bactérias (Figura 1).
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Figura 1. Vias Biosintéticas do NAD.

Esquema mostrando as vias de sintese de NAD encontradas nos procariotos. Via de novo (em
verde): genes envolvidos: L- aspartato oxidase (NadB), quinolato sintase (NadA), acido
quindlico fosforribosiltransferase (NadC). Via comum (em vermelho) genes envolvidos: acido
nicotinico mononucleotideo adenililtransferase (NadD) e NAD sintetase (NadE). Vias de
reciclagem (em azul) genes envolvidos: nicotinamida deamidase (PncA), acido nicotinico
fosforribosiltransferase (PncB), nicotinamida fosforribosiltransferase (NadV) e a proteina
multifuncional NadR, que tem atividade nicotinamida ribonucleosideo quinase e nicotinamida
mononucleotideo adenililtransferase (modificado de Stancek et al., 2005).

A biossintese deste cofator pode ocorrer por uma via de novo e a partir
de vias de reciclagem, sendo que estas vias podem convergir para um ramo
comum, do qual NadE catalisa a ultima etapa. O composto chave para a
sintese de NAD pela via de novo é o quinolato. Para ser transformado em NAD,
este composto precisa ser fosforribosilado, depois adenililado e, em seguida,
amidado. O quinolato pode ser produzido em procariotos a partir do aspartato
(Kurnasov et al., 2003).

O ramo comum da via tem como composto inicial o &cido nicotinico
mononucleotideo (NaMN). Na via de reciclagem podem ser utilizados como
substratos a nicotinamida, o acido nicotinico, ou a nicotinamida ribonucleosideo
(Kurnasov et al., 2003).

A sintese de FAD é mais simplificada que a de NAD, sendo realizada

pela FAD sintetase, uma enzima bifuncional em procariotos que catalisa duas
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reagOes: riboflavina quinase e adeniltransferase de mononucleotido de flavina
(FMN). A FAD sintetase esta presente em todos 0s reinos de organismos Vivos.
Organismos superiores utilizam enzimas distintas para formacdo de FMN e
FAD, porém em organismos mais simples essa enzima é bifuncional (Wang et
al., 2005).

A biossintese de FAD pela FAD sintetase se da em duas etapas:
primeiro agindo como uma quinase convertendo riboflavina em FMN, na
presenca de ATP e entdo age como uma transferase de nucleotidil usando um
segundo ATP para converter a FMN e FAD (Mashhadi, 2010).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Considerando-se que muitos mecanismos relacionados a rotas
metabolicas em M. hyopneumoniae ainda n&o foram elucidados, o objetivo do
presente estudo € clonar e expressar as sequéncias génicas de M.
hyopneumoniae linhagem 7448, possivelmente relacionadas a rota de sintese
de NAD e FAD em vetores de expressao de E. coli a fim de avaliar sua funcéo

enzimatica.

2.2 Objetivos especificos

Amplificagcéo das sequéncias codificadoras dos genes
MHP7448 0278, MHP7448 0394 e MHP7448_0476.

e Mutagénese sitio-dirigida dos cddons TGAs encontrados nos genes.

e Ensaio de recombinacdo homéloga em E. coli KC8.

e Expressao heteréloga dos genes em E. coli.
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3. METODOLOGIA

3.1 Genes analisados

Os critérios de selecdo dos genes neste estudo se deram em virtude de
analises in silico realizadas por Fonséca et al. (2012) demostrarem que as
proteinas codificadas por essas sequéncias nucleotidicas apresentaram
motivos proteicos relacionados a biossintese de NAD e FAD. Sao eles:
MHP7448 0278 (biossintese de FAD), MHP7448 0394 (biossintese de NAD) e
MHP7448 0476 (biossintese de NAD).

3.2 Linhagens bacterianas, condi¢cdes de cultivo e multiplicagéo.

As linhagens bacterianas utilizadas nesse trabalho sédo mostradas na
Tabela 1 e foram mantidas em meio sdlido Luria Bertani (LB) (Sigma), sem a
adicao de antibidticos. No momento em que foram transformadas com o vetor
pGEX 4T3 (GE Healthcare) foram mantidas também em LB sélido, porém com
a adigao de 100 pg/mL de ampicilina. O cultivo foi realizado em meio LB sdlido
e liquido a 37°C e sob agitagcdo de 200 rpm (quando liquido), por 16 horas.
Para a inducdo da expressao das proteinas recombinantes o meio utilizado foi
Circle Grow (CG) (Q-BlOgene) (liquido) contendo 100 ug/mL de ampicilina e o
crescimento bacteriano ocorreu a 37°C sob agitacéo de 200 rpm.
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Tabela 1: Linhagens bacterianas utilizadas nesse trabalho

Linhagem bacteriana Utilizacao Referéncia
E. coli XL1- Blue Preparagao de Stratagene
plasmideos

E. coli KC8 Recombinacao Parrish et al, 2004
E. coli BL21 (DE3) Star Expressao Invitrogen

E. coli BL21 (DE3) Rosetta Expressao Novagen

E. coli BL21 (DE3) pLysE Expressao Novagen

E. coli BL21 (DE3) RP Expressao Stratagene

E. coli BL21 (DE3) CodonPus Rill Expresséo Stratagene

3.3 Cultivo e extracdo de DNA de M. hyopneumoniae

Mycoplasma hyopneumoniae 7448, precedente da Embrapa Suinos e
Aves (Concoérdia, SC), foi isolado de um suino infectado em Lindéia do Sul, SC,
Brasil (Vasconcelos et al, 2005). O cultivo foi realizado em meio Friis liquido
(Friis, 1975) a 37°C, sob leve agitacdo. O crescimento de M. hyopneumoniae é
indicado com o surgimento de uma leve turbidez e alteracdo da coloracdo do
meio de cultivo, que ocorre, pois 0 meio Friis contém o indicador de pH
vermelho fenol. Conforme o microrganismo se multiplica, vai ocorrendo a
oxidacdo de glicose e o meio de cultivo se acidifica, tornando-se amarelo
(Kobisch & Friis, 1996).

A extracdo de DNA foi realizada a partir de 5 mL de cultivo e seguiu as

etapas do protocolo em anexo [anexo 7.2].

3.4 Projecéo dos primers

Os primers foram projetados a partir da sequéncia gendmica da
linhagem 7448 de M. hyopneumoniae (numero de acesso no GenBank:
NC_007332), utilizando o software Vector NTI AdvanceTM 10.0 (Invitrogen). Os
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oligonucleotideos gerados contém a sequéncia nucleotidica especifica para a
amplificagdo do gene (em torno de 20 pares de bases) adicionados de
nucleotideos homodlogos ao vetor pGEX-4T3 (de 20 a 24 nucleotideos),
possibilitando a posterior recombinagdo. Os primers continham ainda, as
mutacdes sitio-dirigidas (A > G) (Tabela 2).

Tabela 2: Primers utilizados neste trabalho.

Primer Sequéncia (5’-3’) Tm (°C)
TGGTTCCGCGTGGATCCCCGATGGTA
pGEX_MHP0278_A 72,9
AAAGTTTATACTTATCCGT
pGEX_MHP0278_B TGCTCTGGATT@CAACTAGCATTT 62,1
pGEX_MHP0278_C AAATGCTAGTTGEAATCCAGAGCA 61,2
GCGAGGCAGATCGTCAGTCAGTCATT
pGEX_MHP0278 D 67,1
AAAAATCATTAATTTTTTTATAATTT
TGGTTCCGCGTGGATCCCCGATGTCT
pGEX_MHP0394 5’ 71,1
AAATGIEAACAAAAATAAAT
GCGAGGCAGATCGTCAGTCAGTCATT
pGEX_MHP0394_3’ 71,1
ATTTTTCATCAACAAGACT
TGGTTCCGCGTGGATCCCCGATGACT
pGEX_MHP0476_A 71,1
TTGAAAAAGATTGCTATTTAT
pGEX_MHP0476_B TGATCTTTTGT@®CATTTCTTTGT 55,6
pGEX_MHP0476_C ACAAAGAAATG[EACAAAAGATCA 55,6
pGEX_MHP0476_D ACATTTTTAAGECAAATTGAAGC 55,6
pGEX_MHP0476_E GCTTCAATTTG[ECTTAAAAATGT 55,6
GCGAGGCAGATCGTCAGTCAGTCATT
pGEX_MHP0476_F 41,6

AATTTTGGTGTCTAGCATAAAT

A regido sublinhada mostra os nucleotideos homoélogos ao vetor e salientado em preto esta a
mutagéo sitio-dirigida.

Ao longo do trabalho houve grande dificuldade na obtencdo de clones
recombinantes para os genes MHP7448 0278 e MHP7448 0476. Com o
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objetivo de solucionar essa problematica a metodologia de projecdo dos
primers foi alterada, projetando-se novos oligonucleotideos que anelam nas
extremidades dos genes (regides 5’ e 3’), nas mesmas condi¢cdes mencionadas
acima, entretanto com uma regido de similaridade ao vetor maior (40
nucleotideos) (Tabela 3). Os primers internos (contendo as substituicbes A>G)

foram mantidos sem nenhuma alteracéo.

Tabela 3: Primers projetados com maior regido de homologia com o vetor.

Primer Sequéncia (5’- 3’) Tm (°C)
CCATCCTCCAAAATCGGATCTGGTTCCGCG
0278 _A tag TGGATCCCCGATGGTAAAAGTTTATACTTA 70,1
TCCGT
GTCATCACCGAAACGCGCGAGGCAGATCG
0278_D_tag TCAGTCAGTCATTAAAAATCATTAATTTTTTT 67,2
ATAATTT
CATCCTCCAAAATCGGATCTGGTTCCGCGT
0476_A tag GGATCCCCGATGACTTTGAAAAAGATTGCT 69,5
ATTTAT
GTCATCACCGAAACGCGCGAGGCAGATCG
0476 _F tag TCAGTCAGTCATTAATTTTGGTGTCTAGCAT 41,6
AAAT

A regido sublinhada mostra os nucleotideos homadlogos ao vetor.

3.5 Mutacgdes sitio-dirigidas, amplificacdes por PCR e condi¢cdes de

termociclagem

Uma caracteristica importante de M. hyopneunoniae € a utilizagdo do
codon TGA para a codificagdo do aminoacido Triptofano, diferentemente de E.
coli onde esse mesmo codon codifica para um codon de terminacdo. Para que

a expressao correta das proteinas possa acontecer foram realizadas mutacgfes
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sitio-dirigidas, nos primers sintetizados, modificando os cédons TGA para TGG
(Figura 2).

Primer A Primer C Primer E

5 > TGA > _TGA 3
EX AET—2 AET—2 5

! Primer B , Primer D E \

i ! i PrimerF |

. L 5 J

3 5 3 5 3 5

Fragmento AB Fragmento CD Fragmento EF

I Gene MHP7448 0476 (1086 pb) }

Figura 2. Esquema representativo da construgédo dos primers mutagénicos.

A figura representa a constru¢do dos primers de um dos genes (MHP7448 0476), onde em
cada cddon TGA, um par de oligonucleotideo foi projetado contendo a substituicdo A->G,
gerando assim fragmentos, que posteriormente deverao ser unidos.

O gene MHP7448 0278 apresenta um codon TGA e, portanto uma
substituicdo foi necesséria. A alteracdo de A -> G aconteceu a partir da
amplificagdo do gene em dois fragmentos, utilizando primers mutagénicos:
fragmento 278AB (primers: pGEX_MHP0278_A e pGEX_MHP0278_ B),
fragmento 278CD (primers: pGEX _MHP0278 C e pGEX_ MHP0278 D). As
reacoes para a geracao dos fragmentos foram feitas em um volume final de 25
uL (Tabela 4).

O gene MHP7448 0476 possui dois cédons TGA a serem substituidos,
gerando trés fragmentos com a utilizacdo de primers mutagénicos: fragmento
476AB (primers: pGEX_MHP0476_A e pGEX_MHP0476_B), fragmento 476CD
(primers: pGEX_MHPO0476_C e pGEX_MHP0476_D) e fragmento 476EF
(primers: pGEX_MHPO0476_E e pGEX_MHP0476_F). As reagdes foram feitas

em um volume final de 25 pL (Tabela 4).



Tabela 4: Reacado de PCR para amplificacdo dos fragmentos

Componente Quantidade
Agua, livre de nuclease Completar 25uL
Primers 30 pmol
Buffer Pfu DNA Polymerase contendo 20mM 10X

de MgSO, (Fermentas)

dNTP 0,2 mM

Pfu DNA Polymerase (Fermentas) 1U

DNA gendmico de M. hyopneumoniae 7448 100 ng
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Os fragmentos gerados possuem regides de sobreposicdo, e a partir de

uma segunda reacdo de PCR (Overlapping PCR), os genes fragmentados

foram unidos.

Os fragmentos 278AB e 278CD foram purificados a partir das reacfes

de PCR e usados como molde para a Overlapping PCR. Os primers utilizados
foram pGEX_MHP0278_ A e pGEX_MHP0278_D e o volume final da reacéao foi

de 25 uL (Tabela 5).

Tabela 5: Reacdo para o Overlapping PCR do gene MHP7448_0278

Componente Quantidade
Agua, livre de nuclease Completar 25uL
Primers 30 pmol
Buffer Pfu DNA Polymerase contendo 20mM Lox

de MgSO, (Fermentas)

dNTP 0,2 mM

Pfu DNA Polymerase (Fermentas) 1U

Fragmento 278AB 40 fmoles
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Fragmento 278CD 40 fmoles

Os fragmentos 476AB, purificados a partir do gel (devido a presenca de
bandas inespecificas), e os fragmentos 476CD e 476EF, purificados a partir de
reacoes de PCR, foram utilizados como molde para possibilitar a unido dos
mesmos na reacdo de Overlapping PCR. Os primers pGEX_MHP0476_A e
pGEX_MHP0476_F foram utilizados e o volume final da reacdo foi de 25 pL
(Tabela 6).

Tabela 6: Reacdo para o Overlapping PCR do gene MHP7448 0476

Componente Quantidade
Agua, livre de nuclease Completar 25uL
Primers 30 pmol

Buffer Pfu DNA Polymerase contendo 20mM

de MgSO, (Fermentas) 10X
dNTP 0,2 mM
Pfu DNA Polymerase (Fermentas) 1U
Fragmento 476AB 40 fmoles
Fragmento 476CD 40 fmoles
Fragmento 476EF 40 fmoles

O gene MHP7448 0394 possui um cédon TGA, porém o nucleotideo a
ser alterado se encontra localizado proximo ao ATG. Portanto, o
oligonucleotideo utilizado para anelar na regido 5° do gene ja continha a
mutacdo, amplificando o gene completo, sem a necessidade da sua
fragmentacdo. Os primers pGEX MHP0394 5 e pGEX _MHP0394_3’ foram
utilizados para a amplificacdo do gene na reacéo de PCR, com um volume final
de 25 uL (Tabela 4).
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Como ja descrito para os genes MHP7448 0278 e MHP7448 0476
novos primers foram sintetizados e utilizados nas reacdes de PCR, seguindo a
mesma sequéncia de fragmentacdo dos genes, purificacdo dos fragmentos e
unido dos mesmos.

Para o gene MHP7448_0278 foram gerados os fragmentos 278ABtag
0278_A tag e pGEX_MHP0278 B) e 0278CDtag
(PGEX_MHP0278_C e 0278_D_tag), com um volume da reacao de PCR final
de 25 uL (Tabela 4).

Os fragmentos do gene MHP7448 0476 foram: 476ABtag (primers:
0476_A tag e pGEX_MHP0476_B), 476CD
pGEX_MHP0476 C e pGEX_MHP0476 D) - o mesmo utlizado na
metodologia anterior e fragmento 476EFtag (primers: pGEX_MHPO0476_E e
0476 _F tag). O volume da reacado de PCR final foi de 25 uL (Tabela 4).

A reacdo de Overlapping PCR foi realizada utilizando os primers
0278_A tag e 0278 _D_tag para a uniao de MHP7448 0278 (Tabela 5) e os
primers 0476_A tag e 0476_F tag para unidao de MHP7448 0476 (Tabela 6),

utilizando como molde os novos fragmentos que carregam com eles uma

(primers:

fragmento (primers:

regido de similaridade muito maior com o vetor.
Todas as reacdoes de PCR foram feitas em termociclador TC-3000
(Techne) (Tabela 7).

Tabela 7: Condic¢8es de termociclagem para a amplificacdo de DNA

MHP_0394 MHP_0278AB | MHP_0278CD | MHP_0278AD
Desnaturacdo
o 94°C por 5’ 94°C por 5’ 94°C por 5’ 94°C por 5’
inicial
94°C por 30” 94°C por 30” 94°C por 30” 94°C por 30”
35 ciclos 48°C por 30” 48°C por 30” 48°C por 30” 48°C por 30”
72°C por 2’ 72°C por 1’ 72°C por 1’ 72°C por 2’
Extenséo final 72°C por &’ 72°C por &’ 72°C por & 72°C por &’
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MHP_0476AB | MHP_0476CD MHP_0476EF | MHP_04768A
F
Desnaturacdo
iniclal 94°C por 5’ 94°C por & 94°C por & 94°C por 5’
94°C por 30” 94°C por 30” 94°C por 30” 94°C por 30”
35 ciclos 48°C por 30” 48°C por 30” 48°C por 30” 49°C por 30”
72°C por 1’30” | 72°C por 1’ 72°C por 1’ 72°C por 2’
Extenséo final | 72°C por 5’ 72°C por & 72°C por & 72°C por &’

3.6 Purificacao e visualizagéo dos fragmentos de DNA

Os fragmentos foram purificados a partir do kit PureLink™ Quick Gel
Extraction & PCR Purification Combo Kit (Invitrogen), segundo indicacées do
fabricante.

Todos os produtos de PCR e clivagens foram checados em gel de
agarose 0,8 — 1,2% contendo GelRed™ Nucleic Acid Gel Stain (Biotium) na
concentracdo de 3X. O marcador de tamanho molecular utilizado foi 1 Kb Plus
DNA Ladder (Invitrogen).

3.7 Extrac&o de DNA plasmidial

A extracdo de DNA plasmidial a partir de E. coli KC8 foi realizada em
pequena escala segundo protocolo de Sambrook & Russell (2001).

A preparagdo do vetor pGEX 4T3 para sua utilizacdo foi realizada
transformando, por eletroporagéo, 100 ng do vetor em células de E. coli XL1-
Blue eletrocompetentes, segundo protocolo de Sambrook & Russell (2001) e o
seu DNA foi extraido a partir de midiprep pelo Kit QIAGEN Plasmid Plus Midi
Kit (Qiagen).
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3.8 Quantificacdo de DNA e proteina

A quantificacdo de DNA foi realizada com os kits The Qubit® dsDNA BR
Assay Kit (Invitrogen), The Qubit® dsDNA HS (High Sensitivity) Assay Kit
(Invitrogen) e a quantificacdo de proteina foi realizada pelo kit The Qubit®
Protein Assay Kit (Invitrogen), ambas efetuadas de acordo com as instrugdes
do fabricante. A leitura foi realizada utilizando o fluorimetro Qubit® Fluorometer

(Invitrogen).

3.9 Clivagem e enzimas de restricao

O vetor pGEX 4T3 foi linearizado com as enzimas de restricdes Xhol e
EcoRI (Promega). A reagédo foi realizada em duas etapas, iniciando com a
enzima Xhol (Promega) (Tabela 8).

Tabela 8: Reacdo de clivagem com a enzima de restricdo Xhol (Promega)

Componente Quantidade
PGEX 4T3 (DNA plasmidial) 3ug
Buffer D (Promega) 10X
Enzima Xhol (Promega) 50U
BSA (Promega) 0,1mg/mL
Agua MILIQ Completar 70puL

A reacéo foi incubada a 37°C por 2:30 hs. Com a reacao concluida
verificou-se se a clivagem foi eficiente (eletroforese em gel de agarose 0,8%).
Confirmado o resultado se efetuou a segunda etapa, clivando o DNA com a

segunda enzima de restricdo EcoRI (Promega) (Tabela 9)
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Tabela 9: Reacdo de clivagem com a enzima EcoRI (Promega)

Componente Quantidade
Reag&o com a enzima Xhol 70pL
Buffer D (Promega) 10X
Enzima EcoRI (Promega) 50U

Agua MILIQ Completar 100 pL

A reacdo foi incubada novamente a 37°C por mais 2:30 hs. Concluida
essa etapa duas unidades de SAP (Promega) foram adicionadas a reagao e
incubada por mais 40 min a 37°C. As enzimas foram inativadas a 65°C por 10
min. Ao final da reacdo confirmou-se a clivagem (eletroforese de gel de
agarose 0,8%) e a purificacdo do vetor foi realizada a partir da precipitacdo do
DNA com NaCl 5M, que realizou-se adicionando 2 volumes de etanol absoluto,
e NaCl a uma concentracao final de 5M e incubou-se por 16 hs a — 20°C. Apés
a incubacédo centrifugou-se a 13000 rpm por 10 min. Entdo adicionou-se 1 mL
de etanol 70% e em uma nova centrifugacao (13000 rpm por 3 min) recuperou-

se 0 DNA plasmidial, e ressuspendeu-se em 70 uL de agua ultrapura.

3.10 Clonagem por recombinacdo homologa

Os genes amplificados e purificados foram clonados por recombinacao
homologa in vivo em E. coli KC8 (Parrish et al., 2004) no vetor pGEX 4T3
linearizado. Essa técnica se faz possivel, uma vez que os fragmentos de PCR
possuem uma regido de homologia ao vetor, que na sua forma linear expde
essas regides, e em condicdes adequadas, permite a ligagdo do gene de
interesse a maquinaria do vetor. As células bacterianas foram transformadas
obedecendo a proporcéo de 3:1 (para cada 50 ng de vetor, 150 ng de DNA do
gene de interesse era utilizada) em 25 pL de tampao KCM 2X (200 mM KCI; 60
mM CacCl,; 100 mM MgCl,). Ap6s choque térmico, as células foram incubadas

em 500 pL de LB liquido a 37°C por 3 hs e semeadas em LB sélido com 100
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pg/mL de ampicilina e incubadas em estufa a 37°C por 16 horas. As colonias
formadas tiveram seu DNA plasmidial extraido e a partir da reacdo de PCR
com primers especificos dos genes, além de primers especificos do vetor, se

realizava a confirmacao dos clones recombinantes.

3.11 Transformacgao dos clones recombinantes em linhagens de
expresséo de E.coli

O DNA plasmidial dos clones recombinantes confirmados foram
transformados por choque térmico em cinco linhagens de expressao de E.coli
(Tabela 1). Foram transformados 3 pg de DNA em 100 pL de células
competentes. Elas foram incubadas em 400 pL de LB liquido por 30 min a 37°C

e posteriormente semeadas em LB solido contendo ampicilina.

3.12 Inducao da expressao génica

Uma coldnia de cada célula transformada, escolhida aleatoriamente, foi
pré-inoculada em meio CG com 100 pg/mL de ampicilina e cultivada a 37°C
sob agitacao de 200 rpm por 16 horas. Em um novo in6culo contendo 10 mL de
meio CG foi adicionado 1% do pré-indculo e cultivado a 37°C sob agitacdo de
200 rpm até que a ODggp atingisse de 0,8 a 1,0. A inducdo da expresséao foi
realizada em condicdes padrbes: 0,1mM de IPTG a 37°C sob agitacdo de 200
rpm por 3 horas.

Para a andlise da expressao da proteina de interesse uma aliquota de
1mL foi removida antes da inducdo (amostra ndo induzida) e outra aliquota de
1mL foi retirada apds 3 hs de indugdo (amostra induzida). As amostras foram
centrifugadas a 5000 rpm por 5 min, ressuspendidas em 75 pL de PBS 1x e

adicionadas de 25 pL de tampdo de amostra 4X de eletroforese com [3-
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mercaptoetanol (125 mM Tris-HCI; 0,02% azul de bromofenol; 4% SDS; 40%
glicerol; 400 mM B-mercaptoetanol).
As amostram entdo foram fervidas a 100°C por 5 min e posteriormente 5

uL das amostras foram analisadas em gel de SDS-PAGE 12%.

3.13 Teste de solubilidade

Para avaliar a solubilidade das proteinas recombinantes as inducdes
foram realizadas em 100 mL de cultivo em meio liquido CG nas condi¢des
padrées (0,1mM de IPTG a 37°C sob agitacdo de 200 rpm por 3 horas). Apdés
a inducdo as células foram centrifugadas a 7 krpm por 10 min e
ressuspendidas em 10 mL de PBS 1X. As células foram lisadas por ultra-som
através de sonicador, efetuando-se de 6 a 10 pulsos de 30 s com amplitude de
60%. Apds a lise, adicionou-se Triton X-100 20% (v/v) para a concentracao
final de 1% e se incubou por 30 min sob agitacdo. As células foram
centrifugadas a 10000 g por 30 min. Uma aliquota do sobrenadante (fracdo
solavel) foi retirada (50 uL) e adicionado 25 pL de tampdo de amostra 4X. O
pellet (fracdo insoluvel) foi ressuspendido em 10 mL de PBS e uma aliquota foi
também removida da mesma forma do sobrenadante. As amostras foram
analisadas em gel SDS-PAGE 12%

3.14 Purificacdo das proteinas recombinantes fusionadas a GST

A purificagdo da proteina recombinante se baseia no fato dela estar
fusionada a GST (Glutationa S-transferase), que através de cromatografia de
afinidade em resina de glutationa Sepharose 4B (GE Healthcare), permite sua
purificagdo, uma vez que a resina possui alta afinidade por GST, desse modo a

proteina de interesse se liga a resina e as demais podem ser eliminadas.
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A fragdo solavel do extrato celular, obtida a partir de 1 litro de cultivo, foi
incubada com 2 mL de resina glutationa Sepharose 4B, sob agitacao a 4°C por
16 horas. A resina foi entdo recuperada por centrifugacdo e assentada em uma
coluna para cromatografia (Bio-Rad). Para que a proteina de interesse fosse
liberada da resina realizou-se a clivagem com trombina. Para cada 1mL da
resina foi adicionado 1 mL de tampé&o de clivagem contendo 1 U de trombina. A
clivagem ocorreu durante 16 horas em temperatura de 20-24°C. Apés a reacao,
cinco elui¢cdes da clivagem foram recuperadas.

A reutilizacdo da coluna é possivel e viadvel, sendo necessério, para isso,
a remocdo da GST ligada a ela, além de outras ligacdes inespecificas. Essa
remocao é feita com um tampéao de glutationa reduzida que para cada volume
da coluna um volume de tampé&o de glutationa reduzida (20 mM Glutationa
reduzida; 50 mM Tris-HCI — pH 8,0) é adicionado e incubado por 30 min a
temperatura ambiente. Cinco eluicbes apés tratamento com glutationa reduzida
foram recuperadas para posterior analise.

Aliguotas durante a purificacdo foram retiradas nas seguintes condicdes:
i) fracd@o soluvel do extrato celular apés a ligacdo com a resina, ii) a resina apos
a ligacao, iii) a resina apds a clivagem com trombina, iv) a resina apds o
tratamento com a solucdo de glutationa reduzida e v) as fracdes de eluicoes,
apos a clivagem com trombina e tratamento com resina de glutationa. As

aliquotas foram analisadas em SDS-PAGE 12%.

3.15 Gel SDS-PAGE

As proteinas foram resolvidas em gel de SDS-PAGE em eletroforese de
cubas verticais (Bio-Rad). O tampéao utilizado na migracdo do gel foi Tris-
glicina/SDS (25 mM Tris; 250 mM glicina; 0,1 % SDS - pH 8,3) e a corrida
ocorreu em voltagem constante de 100 v. O marcador de massa molecular
utilizado foi LMW-SDS Marker Kit (GE Healthcare) e 5uL das amostras foram

aplicadas no gel.
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Apos a corrida o gel foi corado com coomassie coloidal G250 (1,6%
acido ortofosforico; 8% sulfato de aménio; 0,08% coomassie brilliant blue G-
250; 20% metanol), que permite a visualizacdo das proteinas sendo a
incubacdo com o corante realizada sob agitacdo por 16 horas. A remoc¢ao do

excesso de corante foi feita com &cido acético 5% sob agitacdo por 1 hora.
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4. RESULTADOS

4.1 Amplificacdes dos genes e mutacdes sitio-dirigidas

O gene MHP7448 0394 (Nicotinamida fosforribosiltransferase) foi
eficientemente amplificado a partir do DNA genbémico de M. hyopneumoniae
7448 com o emprego da metodologia de PCR. A amplificacdo deste gene

gerou um produto de 1014 pb (Figura 3).

Controle MHP7448 0394

PCR

1650 pb

1000 pb 1014 pb

Figura 3. Amplificacdo do gene MHP7448 0394.

Visualizagdo através de eletroforese em gel de agarose 1% da amplificacdo do gene
MHP7448 0394 por PCR, gerando um produto de 1014 pb . M: marcador de tamanho
molecular

A proteina hipotética MHP7448 0278 possui 281 aminoacidos, sendo
um deles triptofano, codificado pelo codon TGA. Para possibilitar a expressao
heter6loga dessa proteina em E. coli o codon TGA teve de ser substituido para
TGG, a partir de primers mutagénicos contendo a substituicdo (A - G). Para
tal, o gene foi dividido em duas partes: fragmento 278AB (386 pb) e fragmento
278CD (484 pb), amplificados eficientemente a partir de DNA genémico de M.
hyopneumoniae 7448 (Figura 4).
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A) Controle 278AB Controle  278cD
PCR PCR

400 pb <—

484pb

Figura 4. Mutagénese sitio-dirigida do gene MHP7448 0278.

Visualizagdo através de eletroforese em gel de agarose 1,2% da amplificagdo dos fragmentos
do gene MHP7448_00278 por PCR, gerando o fragmento 278AB de 386 pb (A) e o fragmento
278CD de 484 pb (B) . M: marcador de tamanho molecular

A proteina MHP7448_ 0476 (possivel NadD) possui 361 aminoacidos e
entre eles existem dois triptofanos. As duas substituicdes (A>G), alterando os
cédons TGG para TGA, foram realizadas, gerando 3 partes distintas do gene:
fragmento 476AB (722 pb), fragmento 476CD (119 pb), fragmento 476EF (291
pb), amplificados com sucesso a partir da técnica de PCR (Figura 5). Os
fragmentos foram purificados e utilizados como molde na reacdo de

Overlapping PCR.
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Controle 476AB Controle  476CD

A) PCR B) PCR

500 pb
100 pb

Controle  476EF
PCR

C)

300 pb
291pb

Figura 5. Mutagénese sitio-dirigida do gene MHP7448 0476.

Visualizagdo através de eletroforese em gel de agarose 1,2% da amplificagdo dos fragmentos
do gene MHP7448_0476 por PCR, gerando o fragmento 476AB de 722 pb (A), o fragmento
476CD de 119 pb (B) e o fragmento 476EF de 291 pb (C). M: marcador de tamanho molecular.

4.2 Overlapping PCR

Os fragmentos gerados pela mutacéo sitio-dirigida do gene que codifica
a proteina hipotética MHP7448 0278 possuem 23 nucleotideos de
complementariedade, que durante a reacao de Overlapping PCR, se anelam e
a DNA polimerase sintetiza a sequéncia nucleotidica do gene completa. A
amplificacéo foi eficientemente realizada e o produto da reacdo de 846 pb foi
visualizado (Figura 6A). O gene MHP7448 0476 (possivel nadD) possui duas
regibes de complementariedade, uma com 22 nucleotideos de similaridade e
outra com 23, que da mesma forma, se uniram de maneira eficaz, através da
reacdo de PCR, e gerando um produto de 1086 pb correspondendo ao gene
integro (Figura 6B). As sequéncias génicas foram purificadas e utilizadas na

clonagem por recombina¢cdo homologa.
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M MHP7448 0278 M  MHP7448 0476

A)

1000 pb

Figura 6. Overlapping PCR dos genes MHP7448 0278 e MHP7448_0476.

Visualizacdo através de eletroforese em gel de agarose 1% da amplificacdo do gene completo
MHP7448 0278 com 846 pb (A), e do gene MHP7448 0476 de 1086 pb (B) M: marcador de
tamanho molecular.

4.3 Clonagem por recombinacdo homologa e o uso de primers com
maior regidao de homologia

Tendo as sequéncias genicas passiveis de serem clonadas no vetor de
expressao, se realizou a clonagem por recombinacédo homologa.

Para o gene codificador da proteina MHP7448 0394 (Nicotinamida
fosforribosiltransferase) uma col6nia foi obtida e confirmada ser recombinante
com a metodologia de PCR a partir do emprego de primers especificos do gene
e primers especificos do vetor pGEX 4T3. A reacdo mostrou um produto de
1014 pb e 1155 pb, respectivamente, tamanho do gene de interesse,

representando a sua insercao no vetor pGEX 4T3 (Figura 7).
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pPGEX4T3+
MHP7448_0394

Control PGEX 4T3+ B
e + PCR MHP7448_

0394

1014 pb
1000 pb

Figura 7: Confirmagdo da clonagem do gene MHP7448 0394 por recombinacéo
homéloga no vetor de expressao pGEX 4T3.

Amplificacdo da banda de 1014 pb correspondente ao tamanho do gene confirma que a col6nia
obtida é recombinante e contém o gene MHP7448 0394 (utilizacdo de primers especificos do
gene) (A) e a banda de 1155 pb confirma a partir de primers especificos do vetor que a
inser¢cdo ocorreu, possuindo alguns nucleotideos do préprio pGEX 4T3 (B). Visualizagao
através de uma eletroforese em gel de agarose 0,8%. M: marcador de tamanho molecular.

Para os genes codificantes da proteina MHP7448 0278 (hipotética) e
MHP7448 0476 (possivel NadD) nenhuma colénia transformante ou
recombinante foi obtida, mesmo apds inUmeras tentativas.

Com o objetivo de solucionar essa problematica, novos primers externos
foram sintetizados para os genes MHP7448 0278 e MHP7448 0476 possuindo
40 nucleotideos de homologia ao vetor. Aumentando a area possivel de
recombinacdo, aumenta-se a probabilidade que haja o anelamento das bases e
a insercao do gene, através da recombinacdo. Os genes foram amplificados
com eficiéncia da mesma maneira que na metodologia anterior (Figura 8) e

uma nova clonagem foi realizada.
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M MHP7448_476

Frag. Frag.
A) Ly 476ABtag 476EFtag B) -
S - 1086 pb
-
650 pb 722 pb PR
200 pb
291 pb

Frag. Frag.
C) 278ABtag 278CDtag ML

846 pb 850 pb
484 pb
386 pb 300 pb

Figura 8. Amplificacdo dos fragmentos e Overlapping PCR com a utilizacdo de novos
primers com regido de homologia maior ao vetor.

Visualizagdo através de eletroforese em gel de agarose 1% da amplifica¢do dos fragmentos do
gene MHP7448 0476 por PCR, gerando o fragmento 476ABtag de 722 pb e 476EFtag de 291
pb (A), Overlapping PCR com novos fragmentos do gene MHP7448_0476, gerando um produto
de 1086 pb (gene completo) (B) e a amplificacdo dos fragmentos 278ABtag com 386 pb,
278CDtag com 484 pb e a juncdo desses fragmentos gerando o gene completo
MHP7448_0278 com 846 pb (C). M: marcador de tamanho molecular.

Com o emprego da nova metodologia, obteve-se maior eficiéncia na
recombinacdo, uma vez que na primeira tentativa obteve-se para o0 gene
MHP7448_ 0278 (proteina hipotética) trés colbnias transformantes, onde as trés
foram confirmadas por PCR com primers especificos do gene com a
amplificacdo de um produto de 846 pb (Figura 9A), correspondente ao tamanho
do gene. Na reacdo de PCR de confirmagcdo com o emprego de primers
especificos do vetor houve a amplificacdo de uma banda de 987 pb (Figura

9B), assegurando a inser¢cdo do gene no vetor pGEX 4T3.
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PGEX4T3 + MHP7448_0278 PGEX4T3 + MHP7448_0278
B) Cionel Clone2 Clone3

Contole

Clonel Clone2 Clone3

850 pb 987pb

Figura 9. Confirmacdo da clonagem do gene MHP7448 0278 por recombinacdo
homologa no vetor de expressao pGEX 4T3.

Amplificacdo da banda de 846 pb correspondente ao tamanho do gene confirma que as
colénias obtidas sao recombinantes e contém o gene MHP7448 0394 (utilizagdo de primers
especificos do gene) (A) e a banda de 987 pb confirma a partir de primers especificos do vetor
gue a inser¢éo ocorreu, possuindo alguns nucleotideos do préprio pGEX 4T3 (B). Visualizagdo
através de uma eletroforese em gel de agarose 0,8%. M: marcador de tamanho molecular.

Entretanto para o gene MHP7446 0476 (possivel NadD), mesmo com a
alteracdo da metodologia, ainda ndo se obteviveram colbnias recombinantes,

apos algumas tentativas.

4.4 Expresséo das proteinas recombinantes

Com a construcdo do vetor de expressdo mais o gene de interesse
(PGEX 4T3+MHP7448_0394 e pGEX 4T3+MHP7448_0278) se iniciaram
ensaios da inducéo da proteina a fim de se estabelecer o melhor resultado com
a maior expressao da proteina e na sua presenca na forma soltuvel do extrato
celular. Primeiramente o clone recombinante da proteina MHP74478 0394 foi
transformada com sucesso em cinco linhagens de expresséo de E.coli (Tabela
1).

Com as linhagens bacterianas contendo o vetor de expresséo realizou-
se a inducdo da expressao em condi¢cdes padroes com a adicdo 0,1 mM de
IPTG por 3 horas a 37°C. Com esse ensaio inicial analisaram-se as linhagens
que melhor expressam a proteina MHP7448_0394. A inducdo desta proteina
parece ter sido mais eficiente nas linhagens de E. coli BL21 (DE3) pLysE e E.
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coli BL21 (DE3) Star (Figural0). O mesmo teste foi realizado para a proteina
hipotética MHP7448 0278 e as melhores cepas de expressao foram E. coli
BL21 (DE3) CodonPlus Rill e E. coli BL21 (DE3) pLysE (Figura 11).

plysE  plysE Rosetta Rosetta Star Star Rill Rill RP RP
sfind ind  s/find ind s/ind ind s/ind ind sfind ind M

. —> 66kDa

:;.

Ty
DAl

vy

‘-, ;
AA*~0a .. '

Figura 10. Ensaio da expressdo com diferentes linhagens bacterianas do gene
MHP7448_0394.

E possivel perceber que a linhagem E. coli BL21 (DE3) Star e E. coli BL21 (DE3) pLysE
apresentam uma expressdo relativamente maior que as demais células. Ind: indugdo da
expressdo. sf/ind: células sem indugdo da expressao. Rill: E. coli BL21 (DE3) CodonPlus Rill.
RP: E. coli BL21 (DE3) RP. Rosetta: E. coli BL21 (DE3) Rosetta. Star: E. coli BL21 (DE3) Star.
pLyskE: E. coli BL21 (DE3) pLysk. Proteina de interesse com peso molecular de 64 kDa.
Visualizagdo em gel SDS-PAGE 12%. M: marcado de peso molecular
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Figura 11. Ensaio da expressdo com diferentes linhagens bacterianas do gene
MHP7448_0278.

E possivel perceber que a linhagem E. coli BL21 (DE3) CodonPlus Rill e E. coli BL21 (DE3)
pLysE apresentam uma expresséo relativamente maior que as demais células. Ind: inducéo da
expressdo. sf/ind: células sem indugdo da expressao. Rill: E. coli BL21 (DE3) CodonPlus Rill.
RP: E. coli BL21 (DE3) RP. Rosetta: E. coli BL21 (DE3) Rosetta. Star: E. coli BL21 (DE3) Star.
pLysE: E. coli BL21 (DE3) pLysE Proteina de interesse com peso molecular de 59 kDa.
Visualizagdo em gel SDS-PAGE 12%. M: marcado de peso molecular

4.5 Teste de solubilidade

As duas melhores cepas que propiciaram a expressdo da proteina
MHP7448 0394 (E. coli BL21 (DE3) pLysE e E. coli BL21 (DE3) Star) foram
selecionadas para o teste de solubilidade. As células bacterianas foram
induzidas em condi¢cbes padrdes de inducéo (0,1 mM de IPTG por 3 horas a
37°C). Apos a indugéo, as ceélulas foram lisadas, por meio de sonicagéo e as
fracOes soluvel e insoluvel analisadas. Diferentes tempos de inducéo (1h, 2h e
3h) foram também analisados.

Ambas as linhagens mostraram a grande maioria da proteina na fracéo
soltvel e em rendimento similar (Figura 12 e 13), porém a cepa E. coli BL21

(DE3) pLysE mostrou um leve rendimento superior, e por esse motivo, ela foi
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selecionada para realizar a purificacdo da proteina. O melhor tempo de

expressao foi de 3 horas para as duas linhagens testadas.

Ind 2h Ind3h FragdoSolavel Fragdo Iinsolavel

- . 64kDa
P
[FI——
-

’ .
Figura 12. Teste de solubilidade da proteina MHP7448 0394 com a linhagem E. coli BL21

(DE3) pLysE.

Pode-se perceber que o melhor tempo de inducdo da expressdo acontece ao final de 3 horas e
gue a grande maioria da proteina encontra-se na sua forma solavel. Ind: inducédo da expresséo.
s/ind: células sem inducéo da expressédo. Proteina de interesse com peso molecular de 64 kDa.

Visualizagdo em gel SDS-PAGE 12%. M: marcado de peso molecular
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Figura 13. Teste de solubilidade da proteina MHP7448 0394 com a linhagem E. coli BL21

(DE3) Star.

Pode-se perceber que o melhor tempo de indugdo da expressao acontece ao final de 3 horas e que a
grande maioria da proteina encontra-se na sua forma soltvel. Ind: indugdo da expresséo. s/ind: células
sem inducdo da expresséo. Proteina de interesse com peso molecular de 64 kDa. Visualizagdo em gel

SDS-PAGE 12%. M: marcado de peso molecular

O mesmo teste de solubilidade foi realizado com a proteina hipotética
MHP7448 0278 com todas as linhagens de inducdo, mas apesar de algumas
linhagens mostrarem expressdo relativa maior, a diferenca ndo foi téo
significativa. O resultado do teste mostrou que em condi¢cdes padrdes de
inducao (0,1 mM de IPTG por 3 horas a 37°C) todas as linhagens mostraram a

proteina na sua fracao insoluvel (Figura 14)
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RP RP Rill Rill pLysE pLysE Rosetta Rosetta
M Sob pellet Sob pellet Sob pellet Sob pellet
.
- —> 59kDa
~ —— — et
-

Figura 14. Teste de solubilidade para a proteina hipotética MHP7448 0278 em condic8es
padrdes de indugéo.

Nota-se que em todas as linhagens testadas a proteina de interesse encontra-se na fragao
insoluvel (pellet) Ind: inducéo da expresséo. s/ind: células sem inducdo da expressdo. Sob:
sobrenadante (fracdo sollvel). Pellet (fracé@o insoluvel). Rill: E. coli BL21 (DE3) CodonPlus Rill.
RP: E. coli BL21 (DE3) RP. Rosetta: E. coli BL21 (DE3) Rosetta. Star: E. coli BL21 (DE3) Star.
pLysE: E. coli BL21 (DE3) pLyskE Proteina de interesse com peso molecular de 59 kDa.
Visualizagdo em gel SDS-PAGE 12%. M: marcado de peso molecular

Tendo em vista que a proteina recombinante permaneceu no pellet
(fracdo insoluvel) em condi¢cbes padrdes de indugcdo, um novo teste de
solubilidade foi realizado, alterando a temperatura de inducédo para 28°C e
mantendo os demais parametros: 3 horas de indug¢édo e concentracdo de 0,1
mM de IPTG.

Utilizando a temperatura de 28°C, percebeu-se que a expressao da
proteina MHP7448 0278 diminuiu (Figura 15) e o teste de solubilidade néo

mostrou diferencga (Figura 16), estando ainda a proteina na fragao insoluvel.
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Rosetta Rosetta pLysE pLysE Rill Rill RP RP
M ind s/ind ind s/ind ind s/ind ind s/ind

59 kDa

Figura 15. Ensaio da expresséo da proteina do gene MHP7448 0278 a 28°C.

E possivel perceber uma diminuicdo na expresséo da proteina se comparada & temperatura de
inducéo de 37°C. Ind: indugéo da expressao. s/ind: células sem indugdo da expressao. Rill: E.
coli BL21 (DE3) CodonPlus Rill. RP: E. coli BL21 (DE3) RP. Rosetta: E. coli BL21 (DE3)
Rosetta. Star: E. coli BL21 (DE3) Star. pLysE: E. coli BL21 (DE3) pLysE. Proteina de interesse
com peso molecular de 59 kDa. Visualizacdo em gel SDS-PAGE 12%. M: marcado de peso
molecular

RP RP Rill Rill plysE  plysE  Rosetta Rosetta
M sob pellet  Sob  pellet sob  pellet sob  pellet
-~ - 1
—> 59kDa

Figura 16. Teste de solubilidade para a proteina hipotética MHP7448 0278 a 28°C.

Nota-se que em todas as linhagens testadas a proteina de interesse encontra-se ainda na
fracdo insoltvel (pellet), sem alteracdo comparada a temperatura de 37°C. Sob: sobrenadante
(fracdo solavel). Pellet (fracdo insoluvel). Rill: E. coli BL21 (DE3) CodonPlus Rill. RP: E. coli
BL21 (DE3) RP. Rosetta: E. coli BL21 (DE3) Rosetta. Star: E. coli BL21 (DE3) Star. pLysE:
E.coli BL21 (DE3) pLysE Proteina de interesse com peso molecular de 59 kDa. Visualizagédo
em gel SDS-PAGE 12%. M: marcado de peso molecular.
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4.6 Purificacdo da proteina recombinante

A purificagdo da proteina MHP7448 0394 foi realizada por meio da sua
fusdo a GST (Glutationa S-Transferase), adquirida através da utilizacdo do
plasmideo pGEX 4T3 como vetor da expressdo. A GST possui alta afinidade
pela resina sepharose 4B e por meio desta, realizou-se a purificacdo por
cromatografia de afinidade. A resina foi incubada com a fracdo soluvel do
extrato celular para que a proteina MHP7448 0394, carregando a GST, se
ligasse a ela. Apds a ligacdo, a GST foi clivada com trombina e a proteina de
interesse (MHP7448 0394) foi liberada e recuperada em cinco fracfes de
eluicdo com tampédo PBS 1X (Figura 17). Para a remocdo da GST ligada a
resina, um tratamento com tampéo de glutationa reduzida foi realizado e a GST
foi recuperada também em cinco etapas de eluicbes com tampdo PBS 1X
(Figura 18). A proteina purificada foi quantificada através do fluorimetro Qubit

que apresentou um 6timo rendimento de 5ug/pL em um total de 2 mL.

Sob. apds Res. apds Res.ap0s Res. apds a oluics
sfind ind Sob pellet 4 p PO p 12 eluigo

M ligagdo ligagdo clivagem glut.reduz zpgs clivagem

-

- E ' e —> 64 kDa

- B

N
- - =
— —

S - — - ﬁ 26 kDa

Figura 17. Purificac@o da proteina MHP7448_0394.

Controle de todas as etapas da purificagdo da proteina. Ind: indugcdo da expressao. s/ind:
células sem inducdo da expressdao. Sob: sobrenadante (fracdo soluvel). Res: Resina.
Glut.reduz: glutationa reduzida. Proteina de interesse (sem GST) com peso molecular de 38
kDa, GST+MHP7448 0394 com 64 kDa e GST (sozinha) com peso molecular de 26 kDa.
Visualizacdo em gel SDS-PAGE 12%. M: marcado de peso molecular.
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22 eluigdo 32 eluicdo 42 eluicao 52 eluicdo
ap6s apés apés ap6s 12 eluigdo 22 eluigao 32 eluigdo 42 eluicao

M  clivagem clivagem clivagem clivagem Blut.reduz glut.reduz glut.reduz glut.reduz

38 kDa €— Gl

26 kDa €—

Figura 18. Purificag@o da proteina MHP7448 0394 (eluicdes).

Etapas das eluicbes apds clivagem com trombina e tratamento com glutationa reduzida.
Proteina de interesse (sem GST) com peso molecular de 38 kDa e a GST com tamanho de 26
kDa, glut.reduz: glutationa reduzida. Visualizagdo em gel SDS-PAGE 12%. M: marcado de
peso molecular
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5. DISCUSSAO

Desde o isolamento dos primeiros organismos identificados como
micoplasmas vem se buscando elucidar os mecanismos pelos quais esse
microrganismo se multiplica, realiza suas funcdes vitais de replicacao,
transcricdo e traducdo, bem como o0s processos metabdlicos que o
compreendem, além dos mecanismos de patogenicidade e infeccdo ao
hospedeiro, quando patogénicos.

Esse trabalho normalmente ndo é facil, uma vez que micoplasmas
possuem um crescimento in vitro bastante fastidioso e dependendo da espécie
nem se quer consegue-se cultiva-lo, o que dificulta bastante o processo,
tornando-o lento e trabalhoso. A espécie M. hyopneumoniae pode ser
cultivada in vitro, porém requer inumeros suplementos e demanda certo tempo
para sua multiplicacdo (Razin et al, 1998). Apesar de todas essas dificuldades,
muitos avancos Vvém ocorrendo na caracterizacdo dessas bactérias,
principalmente com o desenvolvimento de técnicas de biologia molecular e
ferramentas de bioinformética. Os métodos computacionais possibilitam
através de comparacdes entre organismos, por exemplo, a predicdo de
funcionalidade de proteinas, um trabalho antes somente realizado
experimentalmente, que com a utilizagdo de softwares reduz gastos e
economiza tempo. Embora haja essa facilidade, é fundamental, a partir dos
resultados obtidos por bioinformética, a analise com utilizacdo de métodos
tradicionais de biologia molecular para a caracterizacdo completa do estudo
realizado.

Sabe-se que sédo limitadas as vias metabdlicas de organismos como
micoplasmas, bem como as rotas de biossintese de metabdlitos, sendo um dos
principais motivos da vida parasitaria dessa bactéria. Embora limitadas, essas
rotas ndo sao inexistentes e um dos pontos chaves na compreensao das
mesmas é realmente saber quais vias de metabolizacdo realmente existem e
como elas atuam no organismo.

Baseado nessa questao Fonséca et al. (2012) realizou um estudo com o
objetivo de caracterizar, a partir de modelagem comparativa, varias proteinas
anotadas como hipotéticas, sem uma caracterizagao funcional definida, em M.

hyopneumoniae. Ao final de varias etapas de modelagem cinco proteinas
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hipotéticas foram caracterizadas, sendo trés delas envolvendo processos
metabdlicos e duas envolvendo processos transcricionais.

Como ja descrito, com a auséncia de conhecimento em rotas
metabdlicas essenciais em M. hyopneumoniae, selecionaram-se as trés
proteinas envolvidas nesse processo (YP_287866, YP_287786, YP_287675),
para um exame experimental.

Fonséca et al. (2012) obteve como resultado em sua andlise por meio de
ferramentas de bioinformatica, que a proteina YP_287866, codificada pelo
gene MHP7448 0476 de M. hyopneumoniae, mostrou similaridade com a
enzima acido nicotinico mononucleotideo adeniltransferase - NadD de
Staphylococcus aureus. A proteina YP_287786, codificada pelo gene
MHP7448 0394 mostrou melhor similaridade com a enzima &cido nicotinico
fosforribosiltransferase (NAPRTase) de Thremoplasma acidophilum. A terceira
proteina analisada, YP_287675, codificada pelo gene MHP7448_ 0278, mostrou
similaridade com a enzima FAD sintetase de Thermotoga maritima.

Entre espécies a rota de biossintese de NAD pode variar, mas as
enzimas envolvidas nessas vias sao geralmente: &cido nicotinico
fosforribosiltransferase  (NAPRTase), &cido nicotinico mononucleotideo
adeniltransferase (NaMNAT ou NadD) e NAD sintetase (NadE). Essas enzimas
sdo codificadas pelos genes conservados: pncB, nadD e nadE,
respectivamente e somente nadE esta anotada no genoma de M.
hyopneumoniae. Enzimas envolvidas na biossintese de NAD sao consideradas
alvos de drogas, pois sdo essenciais para a viabilidade da maioria das
bactérias.

A biossintese de FAD em procariotos envolve, em geral, proteinas
bifuncionais, pertencentes a familia de FAD sintetase que catalisa tanto a
fosoforilacdo de riboflavina quanto a adenilacdo do mononucleotideo flavina.

Embora em M. hyopneumoniae a enzima FAD sintetase ndo esteja
anotada no genoma, em outras espécies de micoplasma, ela encontra-se
presente no repertorio de proteinas do organismo (Fonseca et al., 2012)

O estudo de enzimas envolvidas nas rotas biossintéticas de NAD e FAD
se faz de extrema importancia, pois sdo potenciais alvos terapéuticos
antimicrobianos, além de preencherem vazios na anotagdo do genoma de M.

hyopneumoniae. Com isso, 0s genes codificantes para as proteinas
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YP_287866, YP_287786, YP_287675 foram selecionados para a analise
experimental de suas caracteristicas e posterior caracterizacdo da
funcionalidade das enzimas obtidas.

A andlise de proteinas de Mycoplasma spp. é de certa forma prejudicada
por uma peculiaridade do cédigo genético da bactéria: elas usam o cédon UGA
para incorporar triptofano ao contrario do cédigo genético universal, onde este
€ um codon de parada (Inamine et al, 1990). Clonado em E. coli ou outros
hospedeiros, os genes de M. hyopneumoniae podem conter muitos cédons de
parada que impedem a expressao heterdloga (Hames et al., 2005).

Esse problema foi solucionado com o emprego da metodologia de
overlap extension PCR (Overlapping PCR). Essa técnica € um método
poderoso para mutagénese sitio-dirigida ja que é rapido, simples e eficiente na
geracdo de produtos mutados (Simionatto et al., 2009). Dos genes analisados
neste estudo, todos possuiam pelo menos um cédon TGA, que baseado nessa
metodologia foi alterado com sucesso para o codon TGG, gerando 0s genes
completos e mutados, aptos para a expressdo correta das proteinas. Um

exemplo da metodologia utilizada pode ser visualizado na Figura 19.

Stop Codon Stop Codon

MHP7448_476

Obtencdo dos fragmentos J/ J{ J{

Ligacdo dos fragmentos

MHP7448_476 *

Figura 19. Obtencédo dos genes passiveis de serem clonados ao vetor de expressao.

O processo de obtencdo dos genes aptos a serem clonados segue duas etapas. A primeira
com a obtencdo dos fragmentos a partir de mutagénese sitio-dirigida e a segunda com a
utilizacdo desses fragmentos como moldes para a Overlapping PCR, em azul destacam-se os
nucleotideos similares entre os fragmentos, que possibilitardo a unido dos mesmos. Esquema
representativo mostrando os passos para a obtencdo do gene MHP7448_476.
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O sistema de expressao utilizado foi o vetor de E.coli, pGEX 4T3. O
sistema de pGEX permite a producéo induzivel de alto nivel de proteinas e
limita os problemas da formacao de corpos de inclusées (Smith et al, 1988).
Estes vetores foram construidos para produzir proteinas de interesse em E. coli
como fusbes da regido C-terminal com a proteina Glutationa S-transferase
(GST) de Schistosoma japonicum (26-kDa) sob o controle do promotor forte tac
que € um hibrido derivado de promotores trp e lac (Borgi & Gargouri, 2008).
Esse promotor € induzido com adic&o de isopropil-beta-D-tiogalactopiranosideo
(IPTG).

A insercdo dos genes no vetor de expressdo foi realizada por
recombinacdo homologa in vivo, um método pratico e eficiente, além de
econdbmico. Esta técnica requer um fragmento de DNA de interesse,
amplificado por PCR com mais de 20 bp de similaridade a regido de ligacdo ao
vetor, além do vetor que € digerido com enzimas de restricdo dentro da regido
de ligacdo (Hua et al, 1997; Goto & Nagano, 2013). O pGEX 4T3 foi digerido
com duas enzimas de restricdo (Xhol e EcoRl), além de defosforilado com a
enzima SAP para que as regides geradas (distintas) ndo se religassem e um
alto background néo ocorresse na clonagem. A utilizacdo de uma Unica enzima
para a clivagem do vetor aumentaria a probabilidade de altos background no
desenvolver da técnica.

Com uma regido de homologia de 20 nucleotideos, somente o gene
MHP7448 0394 teve sucesso na clonagem por recombina¢do homéloga, onde
houve o crescimento de uma Unica colonia que foi confirmada possuir 0 gene
MHP7448 0394, possibilitando prosseguir para as proximas etapas. InGmeras
tentativas foram realizadas para os demais genes, todas sem sucesso. A partir
desse momento decidiu-se alterar a metodologia incorporando mais
nucleotideos de similaridade ao vetor nos genes de interesse, aumentando
essa regiao para 40 pb e possibilitando uma maior regido de
complementariedade, o que melhoraria as taxas de recombinacao (Parrish et
al., 2004).

Modificando a metodologia, o gene MHP7448 0278 obteve sucesso na
clonagem, gerando trés colbnias, onde as trés foram consideradas

recombinantes. Entretanto, para o gene MHP7448 0476, mesmo apoés
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algumas tentativas ainda ndo se obteve sucesso na recombinagdo. Além dos
nucleotideos homologos, uma possivel explicacdo para essa dificuldade na
obtencdo de clones recombinantes percebida durante o trabalho foi que as
concentracbes tanto de vetor quanto de produto de PCR precisam ser
semelhantes, mesmo que se obedeca a proporcdo 3:1. O gene
MHP7448_0476 teve ser de ser purificado a partir do gel de agarose, pela
presenca de bandas inespecificas, ndo recuperando-se uma quantidade
eficiente de produto, gerando uma baixa concentracdo de DNA, pois muito dele
se perde na coluna por esse processo. Os demais genes possuiam
concentragbes semelhantes ao vetor e foram clonados eficientemente,
entretanto com o gene MHP7448 0476, mesmo com O aumento de
nucleotideos homélogos, ndo conseguiu-se clones recombinantes. Essa teoria
€ baseada em observacgfes realizadas durante a realizacdo da técnica e nao é
totalmente clara, necessitando de maiores estudos para a verificagdo do motivo
pelo qual ainda ndo se obteve clones recombinantes para esse gene.

Com as constru¢des do vetor mais o gene [anexo 7.1], a inducdo da
expressao foi realizada em cinco linhagens bacterianas distintas para cada
proteina uma vez que cada uma se comporta de maneira distinta no sistema de
expressao.

Para o gene MHP7448 0394 as melhores indugcbes aconteceram em E.
coli BL21 (DE3) pLysE e E. coli BL21 (DE3) Star com um rendimento similar
em ambas. Para o gene MHP7448 0278 as melhores linhagens foram E. coli
BL21 (DE3) pLyskE e E. coli BL21 (DE3) CodonPlus Rill. A linhagem Star é
recomendada para a utilizacdo em plasmideos de baixo niumero de copias,
induziveis com IPTG e para proteinas ndo toxicas (Invitrogen), com baixa
degradacdo de mRNA. A cepa pLysE é utilizada para uma proposta geral de
expressdo e a linhagem CodonPlus Rill permite a expressdo de genes
codificando tRNAs para os cddons raros de arginina (AGA e AGG), isoleucina
(AUA) e leucina (CUA) (Novagen, Stratagene).

Depois de confirmada a inducdo da proteina realizou-se o teste de
solubilidade para verificar se apés a inducao ela permanecia na fragao soluvel
ou insoltvel do extrato celular. O desejado sempre na producdo de proteinas
recombinantes é que elas se encontrem na fracdo sollvel do extrato celular,

uma vez que tornam simples o procedimento de purificacdo e evitam
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tratamentos quimicos para a sua solubilizacdo, mantendo o estado
conformacional natural da proteina.

A proteina MHP7448 0394 se mostrou na fracdo sollvel do extrato
celular nas condicbes padrdes de inducdo e tornou possivel a purificacdo da
mesma direto do sobrenadante do lisado celular. Embora a condicao ideal seja
essa (soluvel), estima-se que em torno de 35% das proteinas recombinantes
produzidas permanecam na fragcdo insolluvel do seu extrato celular (Leibly et al.,
2012). Proteinas no seu estado insolivel representam um problema para
estudos estruturais, funcionais e bioguimicos. Porém, o alto nivel de expressao
de proteinas recombinantes em E. coli, muitas vezes resulta em acumulando-
0s como agregados insoluveis, conhecidos como corpos de inclusdo (Kane et
al, 1988). Corpos de inclusdo de proteinas sdo desprovidos de atividade
biolégica sendo necesséario elaborar procedimentos de solubilizacéo,
redobramento e purificacdo para recuperar funcionalmente o produto ativo
(Vallejo et al, 2004).

A proteina MHP7478 0278 foi detectada na fracdo insolluvel nas
condi¢cbes padrdes de inducdo. Com esse resultado, outro teste de temperatura
de inducéo foi realizado a 28°C, antes da utilizacdo de compostos quimicos
para sua solubilizacdo, uma vez que temperaturas menores no momento de
inducdo tem um efeito de diminuir problemas de dobramentos da proteina e
obter conformacdo de corpos de inclusdo (Bomholt et al., 2013). Com a
alteracdo da temperatura ndo houve modificagdo na solubilidade, além de
ocorrer uma diminui¢cdo na expressao da proteina.

ModificagBes nas técnicas devem ser testadas para que a proteina se
solubilize, iniciando com a diminuicdo ainda maior da temperatura de inducéo
em periodo de tempo mais longo, ou partir, caso isso ndo resolva, para 0 uso
de detergentes ibnicos, como o sarcosil, onde seu uso é capaz de inibir as
agregacOes de proteinas com componentes da membrana celular da bactéria
(Frankel et al, 1991).

A proteina soluvel (MHP7448 0394) foi purificada baseando-se no
principio que esta fusionada com a proteina de fusdo GST podendo ser
purificada, em uma Unica etapa, por cromatografia de afinidade em coluna de
Glutationa Sepharose seguida por eluicdo através de glutationa reduzida (Borgi

et al, 2008). A regido de GST pode ser clivada de proteinas de fusdo por
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digestdo com proteases especificas tais como trombina ou fator de coagulacéo
de sangue Xa (Borgi et al, 2008). A purificacdo foi realizada de maneira
eficiente e um 6timo rendimento da proteina foi obtido de 5 pg/pL em um total
de 2 mL

As trés enzimas analisadas nesse trabalho apds expressas e purificadas
serdo utilizadas em ensaios bioquimicos para a predicdo de sua
funcionalidade. Até agora pouco se conhece sobre essas vias em micoplasmas
e poucas técnicas experimentais sdo relatadas sobre ensaios desse tipo.
Muitas vezes os kits comerciais disponiveis (BioVision, Sigma) relacionados a
andlises de FAD e NAD tém como objetivo a sua medi¢éo final, independente
dos intermediérios, foco principal desse trabalho. O estudo tera de ser feito a
partir do precursor dessas rotas, nicotinamida ou acido nicotinico — NAD e
riboflavina — FAD e a eles sera adicionado as enzimas estudadas além de
suplementos e condicbes ideais para a reacdo, que ainda devem ser
determinadas, para entdo a mensuracdo da formacdo ou ndo de NAD/FAD a
partir de kits comerciais. O NAD/FAD gerado ainda pode ser empregado em
outros ensaios para determinar se estdo sendo formados de forma funcional.

A expressdo de duas das trés proteinas proposta por esse trabalho foi
eficientemente realizada. O gene MHP7448 0476 ndo obteve sucesso ha
clonagem e continuara tentando-se a expressdo dessa proteina. A analise
dessas trés proteinas, que sdo possiveis enzimas relacionadas com rotas
metabdlicas em M. hyopneumoniae preenchem uma lacuna na auséncia de
conhecimento dessas vias vitais para 0 organismo e com certeza havera a
geracdo de novos debates sobre a sobrevivéncia dessa espécie, bem como a
sua dependéncia com o hospedeiro e a utilizagdo dos recursos do mesmao.

Esse conhecimento poderéa gerar informacdes de grande valia a industria
de producéo de vacinas e medicamentos que atuam no ramo de prevencao a
esse tipo de infec¢cdo, uma vez que essas vias sao potencias alvos de drogas
antimicrobianas, pois s8o essenciais para a sobrevivéncia desses

microrganismos.
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7. ANEXOS

7.1Construcéao do vetor pGEX 4T3 com o gene de interesse

Gene de interesse
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7.2 Protocolo de extracdo de DNA gendmico de M. hyopneumoniae

1. Centrifugar 5 mL de cultura por 30 min a 3360 g;

2. Ressuspender as células em 1 mL de tampéao TE;

3. Homogeneizar em vértex;

4. Dividir em dois tubos grandes (1,7 ou 2,0 mL);

5. Adicionar para cada tubo:

15 uL SDS 10%;

1,5 yL proteinase K (20m/mL);

6. Misturar invertendo gentilmente o tubo;

7. Incubar por 1h a 37°C;

8. Adicionar:

100 uL NaCl 5M;

80 pL de CTAB 1%;

9. Incubar 10 min a 65°C;

10. Adicionar 1 volume de fenol:cloroférmio;

11. Inverter gentilmente o tubo;

12. Centrifugar 5 min a 13.000 rpm;

13. Transferir o sobrenadante para outro tubo;

14. Adicionar 800 uL de cloroférmio;

15. Inverter gentilmente o tubo;

16. Centrifugar 5 min a 13.000 rpm;

17. Transferir o sobrenadante para outro tubo;

18. Adicionar 600 uL de isopropanol gelado, misturar invertendo o tubo;
19. Deixar a -20°C overnight ou 1h a -80°C;

20. Centrifugar 13.000 rpm, 5 min;

21. Lavar com etanol 70% gelado (Adicionar 500 pL de etanol 70% sem agitar
e centrifugar a 13.000 rpm por 2 min; depois descartar cuidadosamente o
sobrenadante e adicionar mais 500 pL de etanol 70%) Repetir 2X;

22. Secar (pode ser em estufa até 37°C);

23. Ressuspender o pellet em 10-30 yL de agua autoclavada e colocar na
geladeira por 3 horas;

24. Adicionar 3 uL de RNAse (10 mg/mL) e incubar a 37°C por 1 hora;
25. Checar 10% do volume em gel de agarose 0,8% - 60 V.



