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RESUMO

O Mycoplasma synoviae é um dos mais importantes patégenos
de aves domésticas em todo o mundo, sendo o agente causador de
doengas respiratdrias, sinovites e doengas sistémicas, e, por
consequéncia, torna-se responsdvel por grandes perdas econdmicas na
producdo avicola. Com a recente conclusio do sequenciamento do
genoma do M. synoviae, deu-se novo impulso na realizacido de estudos
pos-gendmicos. O presente trabalho apresenta o mapa protedmico
preliminar das proteinas citoplasmaticas do M. synoviae, desenvolvido
utilizando a eletroforese bidimensional associada a espectrometria de
massa. Os mapas protedmicos foram realizados em duas faixas de pH
(pH 4 a7 e pH 3 a 10), e em dois tamanhos de tiras de IPG (7 cm e 13
cm). As proteinas foram identificadas utilizando espectrometria de
massa MALDI/TOF e a ferramenta de busca MASCOT. Baseado na
sequéncia gendmica um total de 42 sequéncias codificantes de DNA
(CDSs) foram identificadas, sendo que as proteinas mais abundantes
foram a chaperona DnaK, o fator de elongacdo Tu e a tiol peroxidase.
De acordo com a classificacio funcional, a maioria das proteinas
identificadas pertence a classe de metabolismo (39%) e a classe de
armazenamento e processamento de informagdo (29%). Finalmente, foi
realizada uma andlise imunoldgica, na qual identificamos duas proteinas
antigénicas de M. synoviae reconhecidas pelo soro de animais
imunizados com esse patdgeno, sendo elas a frutose-bifosfato aldolase e
a proteina hipotética MS53_0025. O mapa protedmico obtido serd util
como referéncia para outras andlises de expressdo protéica em M.
synoviae.

Palavras — Chave: Mycoplasma synoviae; protedmica; eletroforese
bidimensional; espectrometria de massa; proteinas imunogénicas.



ABSTRACT

Mycoplasma synoviae is a major pathogen of poultry
throughout the world, being the causative agent of respiratory diseases,
synovitis and systemic diseases, and consequently, it is responsible for
great economic losses in poultry production. Recently the sequencing of
M. synoviae genome was concluded and this accomplishment has
stimulated pos-genomic studies. This study presents the preliminary
proteomic map of citoplasmatic proteins of M. synoviae, constructed
using two-dimensional gel electrophoresis in combination with mass
spectrometry. The proteomic maps were produced in two pH ranges (pH
3-10 and pH 4-7), and using two different IPG strips lengths (7 cm and
13 cm). Proteins were identified using MALDI/TOF mass spectrometry
and the search engine MASCOT. Based on the genome sequence of M.
synoviae, a total of 42 different coding DNA sequences (CDSs) were
identified. The most prominent proteins were the molecular chaperone
DnaK, the elongation factor Tu and thiol peroxidase. According to the
functional classification, the majority of the identified proteins belong to
the class of metabolism (39%) and the class of information storage and
processing (29%). Finally, we performed an immunological analysis
which identified two antigenic proteins from M. synoviae recognized by
sera from animals immunized with this pathogen. The proteome map
obtained will be useful as reference for further analysis of protein
expression in M. synoviae.

Keywords: Mycoplasma synoviae;, proteomics; two-dimensional gel
electrophoresis; mass spectrometry; immunogenic proteins.
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1. INTRODUCAO
1.1 Protedomica

Na década de 90 houve grande avango nos projetos gendmicos,
em virtude da automacgdo dos métodos de andlise de acidos nucléicos,
fator decisivo que proporcionou a andlise em larga escala do genoma de
diversos organismos. Entretanto, o estudo do contetido protéico nio
pdde acompanhar este crescimento na mesma escala. Através do estudo
gendmico foi possivel demonstrar que a complexidade protéica é maior
que a génica, e desta forma, comecaram-se as buscas por estratégias de
andlises do contetido protéico total de um organismo (WILKINS et al.,
1996; AEBERSOLD, 2003). Segundo Camacho-Carvajal e
colaboradores (2004), a era pds-genOmica exige uma grande
necessidade de desenvolvimento de tecnologias que permitam a anélise
de complexos protéicos.

O termo “proteoma” foi cunhado em 1993 por Marc Wilkin
para descrever todas as proteinas expressas pelo genoma. Porém, uma
defini¢do alternativa foi proposta, sendo entdo, todas as proteinas
expressas em uma célula, tecido ou organismo em certo momento
(PLEBANI, 2005). Desde que o termo foi proposto o campo de estudo
da protedmica vem crescendo rapidamente (YANAGIDA, 2002).

O proteoma € o complemento protéico do genoma, e consiste
em todas as protefnas expressas em certo momento (WILKINS et al.,
1996). Em contraste a0 genoma, o proteoma muda constantemente de
acordo com os fatores que influenciam a sintese e degradacgio protéica.
Enquanto o genoma contém a informag¢do dos genes, o proteoma
informa quais genes estdo sendo expressos em um determinado
momento (HOLLUNG et al., 2007).

Neste sentido, Cahill e colaboradores (2001) complementam
que, contrariamente ao genoma que funciona como repositdrio estitico
da informagdo genética e cujo conteiido ndo muda com o tempo, 0
proteoma ¢é altamente dindmico. Um udnico genoma pode gerar um
nimero muito grande de proteomas, dependendo de varidveis como
estdgio do ciclo de crescimento, disponibilidade de nutrientes,
temperatura, resposta ao estresse, condigcdes patoldgicas e diferencgas
entre estirpes.

O sequenciamento do genoma tem sido prioridade da pesquisa
em biologia molecular nos tltimos anos. Ja sdo conhecidos mais de 90
genomas bacterianos e existem 125 em progresso (MATTE et al., 2003).
A quantidade de informagdo disponivel em bancos de dados ¢é



praticamente duplicada a cada 12 meses. Entretanto, essa imensa
quantidade de informag@o por si sé revela muito pouco a respeito de
como as proteinas operam nos organismos (CHAVES, 2004).

Assim, ap0ds a sequéncia completa do genoma de um organismo
ter sido determinada, janelas de leitura abertas ou ORFs (Open Reading
Frames) podem ser preditas, identificando todas as provdveis proteinas
codificadas (CASH, 1998). Desta forma, Santos e colaboradores (2004)
complementam:

A obten¢do da sequéncia de nucleotideos do
genoma de um organismo, por si s, constitui
apenas um primeiro passo que, no entanto, abre
caminho a realizacdo de muitos outros estudos. De
fato, através da inspecdo da sequéncia do genoma
ndo é possivel obter informacdo sobre o nivel de
expressdo de genes e proteinas, ou sobre
caracteristicas das proteinas expressas, tais como
o seu tempo de %2 vida, a sua localizacdo
subcelular,  eventuais = modificacdes  pés-
traducionais, interacdes proteina-proteina e
proteina - DNA, a estrutura e a fungdo bioldgica
das proteinas (p. 7).

Assim sendo, a caracterizacdo de um proteoma é apenas o
primeiro passo. A combinacio da tecnologia protedmica com genética,
biologia molecular, bioquimica de proteinas e biofisica tem resultado
em rapidas descobertas no campo das fungdes protéicas (WASHBURN
e YATES, 2000).

Para entender a fungdo da célula ou do organismo se requer
uma andlise detalhada do seu genoma, bem como do seu proteoma.
Porém, a andlise das mudancgas no proteoma é uma tarefa muito mais
dificil, pela complexidade quimica e propriedades das proteinas
comparadas com as do DNA. A andlise protedmica requer que centenas
ou milhares de proteinas sejam analisadas simultaneamente (KERY et
al., 2003).

Portanto, a complexidade do proteoma nao € devida apenas ao
nimero de genes, mas também as diferentes formas em que sdo
originadas as protefnas, como consequéncia de splicing alternativo e de
uma variedade das modificacdes pds-traducionais (RAMOS et al,
2008). Neste contexto, Cahill e colaboradores (2001) comentam que as
proteinas podem sofrer modificacdes pds-traducionais como
fosforilacdo, metilacdo, acetilagdo, e clivagem proteolitica entre outras.



E por esse motivo, a estrutura final e fun¢do das diversas proteinas néo
podem ser definidas apenas pela sequéncia do genoma.

O termo protedmica se refere as tecnologias utilizadas para a
andlise do proteoma. Nas dltimas trés décadas houve significativo
avanc¢o nos métodos, devido as necessidades de compreender as fung¢des
do genoma. Porém, enquanto as técnicas de andlise de genomas estio
em grande desenvolvimento, as técnicas para andlise protedmica ainda
precisam de mais refinamento e desenvolvimento. A maioria das
técnicas utilizadas em protedmica é baseada na separacdo de proteinas
usando duas dimensdes, através de métodos cromatograficos ou
eletroforese, e usualmente seguida de espectrometria de massa
(HOLLUNG et al., 2007) (Figura 1).

) separagéo .
Misturade ______, Proteinas
proteinas

digestéo digestéo

separagéo
Misturade ————» Peptideos —> Andlises por MS
peptideos l

Dados de MS
Pesquisa em
bancos de dados

Identificagédo

Figura 1. Esquema geral do fluxo da analise proteémica (adaptado de
LIEBLER, 2002).



Desta forma, a andlise protedmica tem sido uma poderosa
tecnologia para identificar proteinas em misturas complexas, € € o
método apropriado para o estudo de alteragdes no perfil de expresséo
protéica de um organismo em determinas condi¢des (CHU et al., 2000).

Segundo Plebani (2005), a aplicagdo da protedmica ocorre
basicamente do seguinte modo: exploracdo protéica, identificando a
maioria dos componentes do proteoma; perfil de expressdo protéica,
identificando proteinas em duas séries de amostras para analisar o perfil
de expressdo entre elas; mapa da rede de proteinas, para determinar
como as proteinas interagem, buscando sua fun¢fo na interligacdo entre
elas; e mapa das modificacdes protéicas, identificando como e onde
ocorrem as modificacdes pds-traducionais. Ainda neste contexto:

O estudo da protedmica em questdo pode levar a
trés vertentes bdsicas, com implicacdes diretas em
véarios campos da biologia e da biotecnologia: (1)
permite a descoberta de vias metabdlicas nas
diferentes  etapas celulares, gerando um
conhecimento sem precedentes na biologia celular
e na bioquimica; (2) permite viabilizar a
identificacdo de novas moléculas bioativas em
extratos  bioldgicos naturais, levando ao
desenvolvimento de novos medicamentos; e (3)
permite também a identificagdo e caracterizagdo
de marcadores bioldgicos, ou seja, moléculas
endbégenas e exdgenas especificas de um
determinado estado patolégico (ROCHA et al.,
2005, p. 2).

Portanto, tradicionalmente trés tipos de protedmica t&m sido
descritos: Proteémica da expressdo protéica, sendo o estudo
quantitativo da expressdo protéica para a identificacio de novas
proteinas; Protedmica estrutural, que tem por objetivo tragar a estrutura
de complexos protéicos e localizacdo subcelular de proteinas ou
organelas; Protedmica funcional, que tem por objetivo estudar o perfil
protéico para entender a funcio celular da proteina no organismo a nivel
molecular (ANDY et al., 2003).

Segundo Graves e Haystead (2002), o objetivo da protedmica
ndo € somente identificar todas as proteinas de uma célula, mas, além
disso, criar um completo mapa tridimensional da célula, indicando a
localizag@o das proteinas.



Deste modo, o contexto da protedmica vai além da biologia
estrutural, a sua missdo € caracterizar o comportamento de um sistema,
nio de um componente em particular (PLEBANTI, 2005).

Normalmente, a metodologia mais utilizada na separacdo das
proteinas € realizada através da técnica de eletroforese bidimensional e
identificacdo por meio de espectrometria de massa e modernos
softwares (JOCELYN e ILAG, 2002; TERENZI et al., 1998). A escolha
do método de extracio € determinante para as proteinas a serem
estudadas, pois proteinas que nao forem extraidas nio serdo analisadas.
Proteinas muito hidrofébicas, proteinas de membrana e de alta massa
molecular sdo dificeis de solubilizar e analisar por -eletroforese
bidimensional (GORG et al., 2004). De acordo com Canti (2007),
apesar dos recentes avancos tecnoldgicos em técnicas alternativas e
complementares, como a eletroforese multidimensional acoplada a
espectrometria de massa, a eletroforese bidimensional € rotineiramente
aplicada na separacdo de misturas protéicas complexas.

1.1.1 Eletroforese Bidimensional

A Eletroforese bidimensional (2DE) foi inicialmente
desenvolvida por O’Farrel e Klose em 1975. A metodologia consistia na
eletroforese em géis de poliacrilamida realizada em tubos de ensaio, em
que um gradiente de pH era estabelecido com anfélitos especificos, com
alta capacidade tamponante. Apesar de engenhosa, a metodologia era
trabalhosa e dificil de ser reproduzida (ROCHA et al., 2005). No
entanto, o melhoramento da técnica aconteceu com a introdug¢do do
gradiente de pH imobilizado em 1988 e atualizado em 2000 no qual os
anfélitos sdo co-polimerizados com a acrilamida, possibilitando o
aumento da reprodutibilidade, resolucio e separacdo de proteinas dcidas
e bisicas (GORG et al., 2004). Apesar das recentes tecnologias
complementares que surgiram, a eletroforese bidimensional com
gradiente de pH imobilizado combinada com a espectrometria de massa
é a técnica rotineiramente utilizada em estudos protedmicos (GORG et
al., 2004).

Através da eletroforese bidimensional as proteinas sdo
separadas com base em duas propriedades das mesmas. Na primeira
dimensdo, a separacdo é de acordo com seu ponto isoelétrico (pl). As
proteinas sdo moléculas anféteras, ou seja, elas apresentam carga liquida
positiva, negativa ou nula, dependendo da composicdo de aminoécidos
da sua estrutura primdria e do pH do meio. Na segunda dimensdo, a
separacdo € de acordo com sua massa molecular (Mw). Portanto, a



eletroforese bidimensional consiste na combinacido de duas técnicas, a

focalizacdo isoelétrica (IEF), seguida de SDS-PAGE (SANTOS et al.,
2004; LEFKOVITS, 2003) (Figura 2).

Primeira dimensao o
o |
Focalizacao | pldecrescente
isoeléetrica —
=i
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N 4

—,_

O gel de focalizagdo
isoelétrica € colocado
sobre o gel de SDS-PAGE

Segunda dimensao [ | l
= %o Mw
SDS-PAGE a - : decrescente
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decrescente

Figura 2. Representacdo esquematica da eletroforese bidimensional.
Primeira dimensdo: as proteinas sdo separadas pela focalizacdo isoelétrica, de
acordo com seu ponto isoelétrico em tiras de gradiente de pH imobilizado
(IPG). Segunda dimensdo: A tira de IPG € fixada horizontalmente em um gel

SDS-PAGE e as proteinas sdo separadas de acordo com sua mass molecular
(adaptado de NELSON e COX, 2004).



A eletroforese bidimensional é considerada uma metodologia de
separacdo protéica eficiente, visto que a maioria das proteinas em uma
amostra sio separadas simultaneamente fornecendo informagdes sobre o
ponto isoelétrico, massa molecular, expressdo, abundancia relativa e
modificacdes pds-traducionais, verificadas pela alteracdo na mobilidade
eletroforética (PANDEY e MANN, 2000). Segundo GORG e
colaboradores (2004), dependendo do tamanho do gel SDS-PAGE e do
gradiente de pH utilizado a eletroforese bidimensional pode resolver
aproximadamente 2000 proteinas e detectar menos de 1 ng de proteinas
por banda. A principal aplicacdo da 2-DE é na andlise do perfil de
expressdo protéico total, entretanto, a partir dessa andlise, a expressao
protéica diferencial de duas amostras pode ser qualitativa e
quantitativamente comparada por meio da 2-DE, identificando assim
proteinas com alteracdes ao nivel de abundancia relativa em
determinada condicdo (GRAVES e HAYSTEAD, 2002). Segundo
Graves e Haystead (2002), uma aplicacdo importante da eletroforese
bidimensional é a capacidade de resolver proteinas que sofreram
modificacdes pds-traducionias. Essa resolugdo € possivel porque muitos
tipos de modificagdes provocam mudancas na carga e na massa protéica.
Nesse caso, pode-se detectar miiltiplas bandas de uma mesma proteina,
formas diferentes de proteinas que surgiram a partir do processamento
do RNAm ou por processo proteolitico.

Devido a sua capacidade de resolver diversas proteinas em uma
analise, a eletroforese bidimensional continua sendo utilizada na
catalogacdo de proteinas (GRAVES e HAYSTEAD, 2002). Apesar das
limitacdes da técnica de 2-DE serem bem conhecidas, tais como a
dificuldade de solubiliza¢do de proteinas de membrana e a dificuldade
de visualizacdo de proteinas pouco abundantes, a 2-DE continua sendo
no momento uma metodologia poderosa e versétil (LOPEZ, 2007).

1.1.2 Espectrometria de Massa

Atualmente a maioria dos dados protedmicos tem sido gerada
através da espectrometria de massa. Essa técnica tem tornado a
identifica¢do de proteinas mais acessivel e mais informativa por causa
da possibilidade de fornecer a identificacdo das proteinas resolvidas pela
eletroforese bidimensional e ainda caracterizar modificacdes pos-
traducionais (CHOE et al., 2006). Também permite um alto grau de
precisdo e sensibilidade para determinar a massa molecular de
biomoléculas (GRAHAM et al., 2007). A importancia da espectrometria
de massa no contexto protedmico foi reconhecida em 2002 com o



prémio Nobel de Quimica aos pesquisadores que realizaram os
primeiros estudos de biomoléculas por espectrometria de massa através
do MS-MALDI (SUCKAU et al., 2003).

A partir da década de 80 foram introduzidas duas técnicas de
espectrometria de massa para a andlise de biomoléculas através de
ionizacdo suave, a ionizacdo por electrospray (ESI - Electrospray
ionization) e lonizacdo/Dessor¢do por laser assistido por uma matriz
(MALDI - Matrix-assisted Laser Desorption lonization). Atualmente
ambas as tecnologias s@o amplamente utilizadas na identificacdo e
caracterizagdo de proteinas e peptideos (GYGI e AEBERSOLD, 2000;
REINDERS et al., 2004). Segundo Graves e Haystead (2002), em
ambos os métodos os peptideos sdo convertidos em fons pela adi¢do ou
perda de um ou mais prétons. MALDI e ESI sdo métodos de ionizagéo
suave, pois permitem a formacdo do fon sem significativa perda da
integridade da amostra.

A espectrometria de massa determina a massa molecular através
da relacdo carga/massa (m/z) de fons gerados a partir da molécula
ionizada em fase gasosa. Basicamente um espectrOmetro de massa é
constituido por uma fonte de ionizagdo, um analisador e um sistema de
detec¢do de ions (Figura 3). Outros avangos relevantes a espectrometria
de massa foram a combinag¢do dos ionizadores ESI e MALDI com
diversos tipos de analisadores e a conjugacdo de analisadores de massa
em sequéncia (MS/MS). Tais combina¢des aumentaram a resolugdo e
sensibilidade da técnica (REINDERS et al., 2004).

ESI
Fonte de ionizacéo MALDI

l Quadrupolo (Q)
Ton Trap Quadrupolo (IT)
fon Trap Linear (ITL)

Analisador de massa - Tempo de Voo (TOE)
Tempo de Voo em Sequéncia TOF/TOF

Ressondncia Ciclotrénica de Ions por

Transformadade Fourier (FTICR)
Orbitrap

Multiplicador de elétrons
Detectorde array

Detector

Figura 3: Representacio esquematica dos trés principais componentes de
um espectrometro de massa para analise protedmica (adaptado de
GRAHAM et al., 2007).



1.1.3 Ionizacao/Dessor¢io por laser assistida por uma matriz -
MALDI

Em 1988, Hillenkamp e colaboradores descobriram que fons de
proteinas podem ser produzidos por dessor¢do a laser, com pouca
fragmentacdo, quando as biomoléculas eram homogeneizadas com
pequenos compostos orginicos, que agem com uma matriz com forte
absorcdo em um feixe de luz (CHEN, 2008). Na ioniza¢do por MALDI,
a amostra € co-cristalizada com uma matriz organica, sendo esta
utilizada como um diluente para evitar agregados da amostra. A matriz,
geralmente o d4cido a-ciano-4-hidroxicindmico, contém um grupo
croméforo que absorve luz no comprimento de onda do ultravioleta, o
que facilita a dessorcdo e ionizacdo da amostra. As moléculas de matriz
e das amostras sdo vaporizadas devido a absor¢cdo de fétons do laser.
Neste estdgio as moléculas de matriz sdo excitadas e as moléculas da
amostra sfo ionizadas, entdo ocorre a dessorcdo. Somente fons
monoprotonados sdo gerados (GRAHAM et al., 2007). O esquema de
ionizacdo € demonstrado na Figura 4.

_«_ Analisador de massa

DessolvatagZo e protonagéo

Laser -
<> Matriz
I Dessorgao
. Analito

Be 00

Sample Plate
Placa de amostra

Figura 4: Representacao do processo de ionizacdo por MALDI (adaptado de
GRAHAM et al., 2007).

O espectrometro de massa MALDI € geralmente acoplado a um
analisador TOF (time-of-flight) que mede a massa de peptideos intactos.
Recentemente, para permitir a fragmentacdo dos fons gerados pelo
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MALDI, esse ionizador foi acoplado a um fon trap quadrupolo e dois
TOF conjugados em série. fons com uma razio massa/carga (m/z)
particular sdo selecionados no primeiro analisador, fragmentados em
uma célula de colisdo e os fragmentos de fons sdo lidos pelo segundo
analisador. Assim esses instrumentos possuem alta sensibilidade,
resolucdo e precisdo de massa (AEBERSOLD e MANN, 2003). O
esquema de analisadores TOF/TOF € demonstrado na Figura 5.

Laser pulsado
a Jf_- |||_7J
- ™~ iy
TOF com Refletor Ilr" — /
" iing
Placade amostra ' *
Refletor
7l g
b |—{*—\ S
”n — I” T
TOF/TOF " =H /
|_‘TOF| \ [ 7or, gy

LY

. \ .
Célula de coliséo

Figura 5: Analisador TOF. (A) No analisador tempo de voo (TOF) os fons sdo
acelerados por uma alta energia cinética e separados ao longo de um tubo de
voo, devido a suas diferentes velocidades. Os fons giram em torno de um
refletor, em seguida colidem com um detector que amplifica e conta os fons que
chegam. (B) O sistema TOF/TOF incorpora uma célula de colisdo entre os dois
analisadores. Os fons sd3o selecionados no primeiro TOF, fragmentados na
célula de colisdo e as massas dos fragmentos sdo separadas no segundo TOF
(adaptado de AEBERSOLD e MANN, 2003).

Devido a sua simplicidade, precisdo, alta resolucdo e
sensibilidade, o MALDI acoplado a analisador TOF ainda é muito
utilizado na identificacdo da impressdo digital de peptideos (PMF-
peptide mass fingerprint), de proteinas e outras moléculas. Segundo
Suckau e colaboradores (2003), o PMF ¢ usado para comparar a
sequéncia da proteina em bancos de dados, buscando sua identificacio.
Neste método, as protefnas sdo identificadas comparando a lista de
massas dos peptideos gerados experimentalmente com a lista de todas as
massas de peptideos de cada registro no banco de dados (AEBERSOLD
e MANN, 2003) (Figura 6). Segundo Suckau e colaboradores (2003), o
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sucesso da identificacdo protéica por PMF depende do tamanho do
banco de dados e da sua taxa de erro, do nimero de peptideos
encontrados e de suas massas, da precisdo da massa e do controle sobre
a digestdo quimica. Sendo que o sucesso da identificacdo aumenta com
o ndmero de peptideos encontrados e diminui com o aumento da
tolerncia de massa e a heterogeneidade quimica. Portanto, muitas vezes
o PMF néo fornece dados suficientes para a identificacdo de proteinas.
Para contornar esse problema de falta de informacgdo, os fons gerados
podem ser analisados por dois ou mais analisadores em sequéncia
(MS/MS).

Experimento - Pesquisa e™ banco de dados gendmicos

Gel 2D l Banco de dado

gendmico: ‘ al SRR A 4 L
Corte da Banda \ / sequénciade ONA LI 1) AL
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com tripsina @ & @ T}j Produto do gene teorico:  DIFCHGQEVLIRLIKGHEETLE KIDKFKGLK
Eluigao dos = U™ | sequéncia de aminoacidos FaexkeragsiamKIevKYLgPISECIT
peptideos vigs
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Espectro de massa .
. || | | Peptideos tripticos tedricos ‘“ ‘ ‘ ‘
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Figura 6: Identificacio protéica por impressao digital de peptideos (PMF).
As massas dos peptideos, de uma proteina digerida, sdo comparadas com uma
lista de massas tedricas de peptideos, que sdo derivadas de ORFs do banco de
dados do genoma de um organismo (adaptado de Westermeier e Naven, 2002).
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De acordo com Chen (2008), as maiores vantagens do
MALDI/TOF sd@o a andlise rdpida sem limitacdo de faixa de massas;
obtengcdo de espectros de massas simples que facilitam a andlise; a
imagem molecular; e a alta sensibilidade de detec¢do. As desvantagens
sdo a baixa reprodutibilidade devido ao processo de cristalizagdo e a
fluéncia do laser; a baixa resolucdo de proteinas grandes; e a
dificuldades na identificacdo de peptideos pequenos devido a
interferéncia de fons gerados pela matriz. No entanto, a espectrometria
de massa MALDI/TOF continua sendo uma das tecnologias mais

utilizadas no estudo de proteinas.
1.1.4 Ionizacao por eletrospray - ESI

A ionizag¢do por electrospray foi desenvolvida por Fenn e
colaboradores no final da década de 80, utilizarando uma descarga
elétrica na ionizacdo de biomoléculas, sendo essa metodologia
amplamente utilizada em andlises protedmicas (CHEN, 2008).
Normalmente em aplica¢des protedmicas, a ionizag@o por electrospray é
realizada em conjunto com a cromatografia liquida de alta performance
(HPLC) (GRAHAM et al., 2007).

Na ionizagdo por electrospray os fons sdo produzidos & pressao
atmosférica, a amostra € dissolvida em uma solugdo volatil levemente
dcida ou basica, e entdo bombeada através de um fino capilar metdlico,
ao qual é aplicado um campo elétrico. Forma-se um aerossol de
goticulas carregadas, logo ocorre a evaporacdo do solvente e originam-
se fons com multiplas cargas. Em seguida, os fons sdo submetidos a alto
vacuo e acelerados em um campo elétrico para o analisador de massas
(WESTERMEIER e NAVEN, 2002). Um esquema geral da ionizagio
por electrospray é apresentado na Figura 7. Para determinar a massa
molecular da amostra um simples algoritmo transforma a série de ions
em um valor de massa molecular (GRAHAM et al., 2007).
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Figura 7: Representacao do processo de ionizacdo por ESI (adapatado de
GRIFFITHS et al., 2001). A figura inferior representa a ampliacdo do processo
de formagdo do aerssol com goticulas carregadas, indicado na figura superior
pelas linhas pontilhadas.

De acordo com Chen (2008), as maiores vantagens do ESI sdo a
alta reprodutibilidade e a alta flexibilidade para acompanhar diferentes
tipos de analisadores. As desvantagens sdo a complexidade dos
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espectros gerados, devido aos picos de fons com muiltiplas cargas; a
grande quantidade de amostras; e ndo pode ser usado para imagens
moleculares.

As associacdes mais utilizadas de analisadores e a ionizag¢do por
electrospray sdo ESI- fon trap, ESI triplo quadrupolos e ESI
quadrupolo/TOF (REINDERS et al., 2004).

Por serem técnicas de ionizagdo muito suaves a ionizagdo por
electrospray e a nano ESI possibilitam a producdo de complexos
macromoleculares em fase gasosa mantendo intactas as ligacdes nao-
covalentes. Ambas as técnicas de ionizagdo sdo preferencialmente
utilizadas em estudos de interacdo proteina-proteina, proteina-ligante e
proteina-DNA por espectrometria de massa (BICH e ZENOBI, 2009).

1.2 Proteémica de procariotos

A protedmica vem apresentando grande impacto em estudos
microbiolégicos, principalmente na investigacdo de agentes patoldgicos
(CASH, 2009). Segundo Washburn e Yates (2000), o surgimento de
resisténcia a antibidticos em diversos patégenos provoca a necessidade
de novas pesquisas em busca do conhecimento dos mecanismos de
patogenicidade. Desta forma, a protedmica tem facilitado a
caracteriza¢do de mudangas em um organismo que sejam responsiveis
pela patogenicidade, a resisténcia a antibiéticos e a resposta imune.

A protedmica, em particular a eletroforese bidimensional, vem
sendo utilizada em estudos do proteoma bacteriano desde o final da
década de 70, entretanto, foi a partir de 1995 que surgiu uma nova era
no estudo da dindmica do comportamento do proteoma bacteriano,
devido ao sequenciamento do primeiro genoma bacteriano,
Haemophilus influenzae RD KW20, por Fleischmann e colaboradores
em 1995 (BROTZ-OESTERHELT et al., 2005).

De acordo com Brotz-Oesterhelt e colaboradores (2005), as
bactérias sdo um Otimo modelo para o estudo de mecanismos
regulatérios, fungdo protéica e diferenciacéo celular, visto que possuem
genomas pequenos, comparados com 0s eucariotos, e um processo de
adaptacdo de baixa complexidade. Além do que, as bactérias possuem
grande importincia na area industrial e na biotecnoldgica, bem como
nas dreas médica e veterindria.

Portanto, a andlise protedmica de bactérias tem-se tornado
muito ttil na complementaridade dos dados gendmicos, identificacdo de
proteinas, caracterizagdo antigénica, identificacio de proteinas
diferencialmente expressas, caracterizacdo de modificagdes pos-
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traducionais e identificacdo de fatores de viruléncia (PINTO et al.,
2007).

1.3 Mycoplasma

Os micoplasmas pertencem a classe Mollicutes, a ordem
Mycoplasmatales, a familia Mycoplasmataceae e ao género
Mycoplasma (WALKER, 2003). Os microrganismos da classe
Mollicutes (Mycoplasmas) foram identificados pela primeira vez em
1898, como agentes etioldgicos da pleuropneumonia contagiosa bovina
(PPCB), assim, esses microrganismos foram denominados de
“pleuropneumonia-like-organisms” (PPLO) (DAVIS et al., 1973).

Mycoplasmas sdo parasitas obrigatorios, considerados os
menores procariotos conhecidos com habilidade de auto-replicacdo
(RAZIN et al., 1998). Possuem um genoma muito pequeno, envolvendo
a perda de genes ndo essenciais, incluindo genes de sintese de parede
celular, catabolismo e passos metabdlicos (BORGES et al., 2007).
Devido a essa caracteristica, os Mycoplasmas possuem um complexo
requerimento nutricional, incluindo requerimento de suplementos
externos, de muitos precursores biossintéticos (BASEMAN e TULLY,
1997) como, por exemplo, colesterol e proteinas (RAMIREZ, 2008).

Segundo Carvalho e colaboradores (2005), o genoma desses
microrganismos possui um total de 0,58 a 1,4 Mb, contendo baixa
proporcdo de nucleotideos guanina/citosina, provavelmente adquirido de
um ancestral comum a bactérias gram positivas. Os cromossomos desses
organismos s@o estruturas dinamicas, ocorrendo frequentemente
rearranjos, insercdoes e delecdes, sendo a maioria provocada por
recombina¢do homdéloga mediada pela proteina RecA (FONSECA et al.,
2007).

Esses organismos s3o pequenas bactérias que diferem
fenotipicamente das demais, pois ndo possuem parede celular,
provocando diversas interagdes com seus hospedeiros, assim, mantendo
um estilo de vida cronico e parasitdrio. Sua limitada capacidade
genénica e a falta de proteinas regulatdrias conhecidas sugere que outros
meios estdo envolvidos na adaptacdo e sobrevivéncia na mudanga de
hospedeiros, talvez como uma alternativa para a regulacdo génica
classica. Mycoplasmas sdo conhecidos por utilizar uma ampla forma de
mecanismos para gerar fendtipos e variagbes genéticas na sua
populagdo. Variagdes nas proteinas de superficie sdo conhecidas por ser
uma estratégia de sobrevivéncia dentro do hospedeiro e mediar varios
aspectos da patogenicidade (DAVIS e WISE, 2002).
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Durante os dltimos anos os Mycoplasmas tém atraido muito
interesse cientifico devido ao seu reduzido genoma, bem como o
nimero de reguladores génicos ainda menor (HALBEDEL et al., 2007).
Neste sentido, Arraes e colaboradores (2007) complementam relatando
que o genoma de nove espécies de Mycoplasma foram sequenciados,
Mycoplasma gallisepticum R (tamanho do genoma 996422 bp),
Mycoplasma  genitalium  G-37 (580074  bp), Mycoplasma
hyopneumoniae 232 (892758 bp) 7448 (920079 bp) e J (897405 bp),
Mycoplasma mobile 163K (777079 bp), Mycoplasma mycoides subsp.
mycoides SC linhagem PG1 (1211703 bp), Mycoplasma penetrans HE-2
(1358633 bp), Mycoplasma pneumoniae M129 (816394 bp),
Mycoplasma pulmonis UAB CTIP (963879 bp), e Mycoplasma synoviae
53 (799476 bp). Recentemente Dybvig e colaboradores (2008) relataram
o sequenciamento do genoma do Mycoplasma arthritidis 158
(820453bp).

Até o presente, o proteoma de seis espécies de Mycoplasma
foram descritos, M. pneumoniae por Regula e colaboradores (2000), M.
genitalium por Wasinger e colaboradores (2000), M. penetrans por
Ferrer-Navarro e colaboradores (2006), M. hyopneumoniae 7448, J e
232 por Pinto e colaboradores (2007) e Li e colaboradores (2009), M.
gallisepticum por Demina e colaboradores (2009) e M. suis por Congli e
colaboradores (2009).

Embora os Mollicutes tenham um genoma simples, as doengas
provocadas pelos Mycoplasmas sdo complexas e relativamente
desconhecidas (BAILAO et al.,, 2007). Com relagio ao modo de
infeccdo, os Mycoplasmas colonizam o tecido do hospedeiro
provocando resposta imune sistémica e local, algumas vezes causam
imunodepressdo e doengas autoimunes (RAZIN et al., 1998). Alguns
micoplasmas podem viver no meio intracelular, porém a maioria
coloniza superficies extracelulares de mucosas, principalmente a
respiratdria e urogenital, tanto do homem como de outras espécies
(ROCA, 20006).

Apesar da simplicidade estrutural e funcional dos micoplasmas,
a interacdo com a resposta imune do hospedeiro é extremamente
complexa, sendo principalmente devido as propriedades da superficie
celular destes microrganismos. No envelope celular dos micoplasmas
falta uma parede celular e uma membrana externa, que sdo comuns ao
envelope de bactérias gram negativas (Figura 8). Ambos os envelopes
contém lipoproteinas ancoradas, porém nos micoplasmas elas estdo
ancoradas no lado externo da membrana plasmdtica, enquanto nas
bactérias gram negativas elas estdo no lado interno da membrana
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externa. A presenca de grande quantidade de lipopolissacarideos na
membrana externa é uma caracteristica distintiva de bactérias gram
negativas. A membrana plasmadtica de alguns micoplasmas ao invés de
lipopolissacarideos contém lipoglicanos. Embora distintos dos
lipopolissacarideos, os lipoglicanos também apresentam uma ancora
lipidica e uma estrutura de oligossacarideos. Adicionalmente, os
micoplasmas possuem lipoproteinas que s@o antigenos varidveis, pois
sofrem constantes variacdes (CHAMBAUD et al., 1999).

Segundo KAHANE e RAZIN (1969), os principais
determinantes antigénicos dos Mycoplasmas estdo localizados na
membrana. MESSIER e ROSS (1991) evidenciaram que esses
microrganismos possuem fatores mitog€nicos para linfdcitos, os quais
seriam responsdveis pela hiperplasia linféide peribronquiolar
caracteristica da doenca. Os Mycoplasmas sdo considerados
superantigenos (MIMS et al., 1995), capazes de estimular excessivo
nimero de células B e T pela exposicio de vdrios epitopos
simultaneamente. Ainda tém a capacidade de escapar das defesas
naturais do hospedeiro fixando-se firmemente a sua mucosa respiratdria
(YAMAMOTO, 1994), podendo sua localizacdo no ldmen explicar a
dificuldade de eliminacio do agente. Além disso, o Mycoplasma tem a
habilidade de mimetizar vérias superficies antigénicas e utilizar-se dessa
variagdo para evadir-se do sistema imune (DONE, 1996). Segundo
Rottem e Naot (1998), a evasdo do sistema imune do hospedeiro é um
mecanismo essencial a sobrevivéncia do micoplasma dentro do
hospedeiro.

Existem diversas evidéncias que sugerem que durante a
infeccdo por micoplasmas as lipoproteinas da superficie celular sdo o
principal alvo da resposta imune. Muitos estudos de Mycoplasmas t€m
demonstrado que as lipoproteinas estimulam mondcitos e induzem a
secrecdo de citocinas, como o fator de necrose tumoral o (TNF-a) e a
interleucina 6 ¢ 1 (IL-6 e IL-1) (CHAMBAUD et al.,, 1999). As
infeccdes respiratérias provocadas por micoplasmas também sdo
caracterizadas pelo recrutamento de leucdcitos, seguido pela infiltracio
de macréfagos e linfécitos. Contudo, nem todas as infec¢des provocadas
por micoplasmas sdo associadas com uma forte resposta inflamatdria,
alguns micoplasmas colonizam o hospedeiro sem apresentar nenhum
sintoma aparente. Neste caso, tem sido demonstrado que lipoproteinas
induzem IL-10, uma citocina capaz de modular negativamente a
resposta inflamatéria (CHAMBAUD et al., 1999).
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Figura 8. Comparacio do envelope celular de bactérias gram-negativas e
micoplasmas. Abreviagdes: CW - parede celular, IMP — proteina integral de
membrana, LG — lipoglicanos, LPP — lipoproteinas, LPS — lipopolissacarideos,
OM - membrana externa, PM — membrana plasmdtica, PMP — proteina
periférica de membrana, PP — protefna periplasmatica (adaptado de
CHAMBAUD et al., 1999).

Uma etapa essencial na colonizacio do tecido hospedeiro pelos
micoplasmas é a adesdo as células epiteliais. A aderéncia é considerada
como um dos maiores fatores de viruléncia dessas bactérias. A maioria
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das espécies possui adesinas que auxiliam no mecanismo de adesio.
Uma vez aderida as células hospedeiras interfere com os receptores de
membrana ou altera o mecanismo de transporte das mesmas e também
torna a célula do hospedeiro vulnerdvel a metabdlitos citotdxicos e a
atividade de enzimas citoliticas produzidas pelo patdégeno, tais como,
espécies reativas de oxigénio e fosfolipases (ROTTEM e NAOT, 1998).

Os micoplasmas sdo extremamente especificos em relagdo aos
tecidos que invadem no hospedeiro. Em virtude de requerimentos
nutricionais e como consequéncia direta do tamanho de seu genoma
estabelecem uma complementariedade metabdlica com o hospedeiro
(VASCONCELOS et al., 2005) e s@o mais susceptiveis a mutagdes do
que outras bactérias (GONCALVES et al., 2005).

De acordo com Rottem e Naot (1998), a competicdo por
nutrientes ou precursores biossintéticos pelos micoplasmas pode alterar
a integridade e fungdo da célula hospedeira. Um dos efeitos mais
conhecidos € resultado da competicdo pela arginina por micoplasmas
que ndo realizam fermentacdo e utilizam a arginina dihidrolase na
geracio de ATP, rapidamente reduzindo a reserva do hospedeiro,
alterando a sintese protéica, a divisdo celular e o crescimento. Outros
mecanismos estdo envolvidos na competi¢do por precursores de dcidos
nucléicos ou degrada¢do do DNA da célula hospedeira por nucleases do
micoplasma.

Dentre as mais de 190 espécies ja descritas, vdrias tém
importincia médica ou veterindria, e sdo parasitas obrigatérias de
humanos, plantas e animais (RAZIN et al., 1998). Portanto, a infec¢do
por Mycoplasmas em animais causa varias doencas que sio associadas a
significativas perdas econdmicas (KUSILUKA et al., 2007). Alguns
destes microrganismos tém predilecdo pelas membranas mucosas e
serosas dos tratos respiratério e reprodutivo das aves, causando
problemas respiratdrios, articulares e urogenitais (NASCIMENTO,
2000).

1.4 Mycoplasma synoviae

Os micoplasmas sdo importantes patdgenos de aves
responsaveis por doengas respiratérias cronicas (CRD) e infecciosas,
como sinovite e bursite em frangos e perus (BUIM et al.,, 2009).
Segundo Dusanic e colaboradores (2009) das 12 espécies de
micoplasmas que infectam frangos e perus, o M. gallisepticum e o M.
synoviae sdo as mais patogénicas. Entretanto, o fator responsdvel por
esta viruléncia em ambas as espécies € pouco caracterizado.
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Mycoplasma synoviae € um dos maiores patdégenos de aves
domésticas em todo o mundo, sendo responsdvel por infec¢des
subclinicas no trato respiratério superior, mas pode também causar
aerossaculite, isto é, inflamacdo das mucosas dos sacos aéreos das aves,
e sinovites em frangos e perus (BORGES et al, 2007). As
micoplasmoses em aves foram descritas pela primeira vez em perus em
1926, e frangos em 1936. A sinovite causada por M. synoviae foi
descrita desde entdo, e o primeiro relato de infec¢do causando artrite foi
em meados da década de 50. Porém, s6 na década de 70 que doencas
respiratorias  provocadas por M. synoviae foram descritas
(NASCIMENTO et al., 2005).

A infecglo pelo M. synoviae estd presente na cria¢do de frangos
em todo o mundo, inclusive em paises com alto nivel de
desenvolvimento em medidas de biosseguranca. Apesar da forte
resposta do sistema imune dos frangos, a colonizagdo bacteriana persiste
e se torna cronica. No entanto, os fatores que contribuem a forma
cronica sdo pouco conhecidos, mas as proteinas de membrana
imunodominantes associadas a aderéncia podem em parte ser
responsaveis por esta caracteristica (BENCINA et al.. 1999). De acordo
com Fonseca e colaboradores (2007), a principal caracteristica nos
micoplasmas que permite estabelecer uma infeccdo cronica é a alta
flexibilidade do seu genoma.

Devido a auséncia de parede celular, as lipoproteinas de
membrana desempenham grande importincia na intera¢do entre o M.
synoviae e o hospedeiro. A principal lipoproteina imunogénica em M.
synoviae € a hemaglutinina VIhA. A proteina VIhA € clivada gerando
dois fragmentos, as proteinas MSPB e MSPA, sendo estas altamente
imunogénicas e indutoras da resposta imune sistémica e local na fase
aguda da infeccdo (LAVRIC et al.,, 2007). Segundo Bencina e
colaboradores (1999) as principais proteinas imunogénicas do M.
synoviae sao a MSPB e a MSPA, ambas sdo de fase varidvel e estdo
envolvidas na adesdo do microrganismo ao eritrocito hospedeiro. O
genoma do M. synoviae contém um Unico gene que expressa
hemaglutininas, o gene vlhA, e vdrios pseudogenes vlhA. Estas
sequencias podem sofrer alta frequéncia de recombinacdo gerando um
grande nimero de variantes do gene expresso, desta forma, contribuindo
para geracdo da diversidade antigénica na superficie celular do
micoplasma (ALLEN et al., 2005).

Macroéfagos expostos ao M. synoviae apresentaram inducdo dos
genes de IL-1p, IL-6, iNOS e de trés genes de quimiocinas (LAVRIC et
al., 2008). As lipoproteinas de micoplasmas interagem com o receptor
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toll-like (TLR) da célula hospedeira. Em frangos, o receptor TLR2,
localizado na superficie de macréfagos, tem capacidade de reconhecer
lipoproteinas e lipopossacarideos. A ativacdo do sinal de transducdo do
TLR2 provoca a indugdo da sintese de moléculas imunomodulatérias,
como IL-1p, IL-6 e 6xido nitrico (LAVRIC et al., 2007). Esses autores
demonstraram que a lipoproteina MSPB, a regido N-terminal da
hemaglutinina VIhA do M. synoviae é capaz de induzir a sintese de IL-
1B, IL-6 e 6xido nitrico em macréfagos de frangos.

Além dos mecanismos de infeccdo caracteristicos do género, a
laténcia € uma estratégia de viruléncia comum a micoplasmas de aves.
Durante o estado de laténcia o micoplasma ndo é reconhecido pelo
sistema imune, provavelmente por sua localizacdo intracelular. Desta
forma, podem se manifestar apds a infeccdo por outros agentes
patoldgicos, como bactérias e virus, enquanto o sistema imune do
hospedeiro estd debilitado (NASCIMENTO et al., 2005).

Recentemente, Dusanic e colaboradores (2009) evidenciaram
que o M. synoviae é capaz de invadir eritrécitos, condrécitos e células
embriondrias de frangos in vitro. Portanto, a localizacio intracelular do
patégeno em trés células ndo fagociticas contribui na compreensdo dos
mecanismos de evasdo do M. synoviae ao sistema imune do hospedeiro
e ao tratamento com antibidticos.

Os sintomas e as lesdes das infeccdes por Mycoplasma em aves
ocorrem primeiramente no trato respiratdrio, seguido do sistema
articular e, com menor frequéncia, em outras regides. Dentre as
alteragdes anatomopatoldgicas macroscopicas encontradas destacam-se
sacos aéreos opacos e espessados, inflamacdes catarrais nas fossas e
seios nasais, faringe, traquéia e bronquios. Os sacos aéreos sdo os locais
mais afetados, devido ao processo respiratério das aves, onde o ar
inspirado passa primeiro pelos grandes bronquios e sacos aéreos para
depois ser liberado aos pulmdes (NASCIMENTO, 2000). Quando a
infeccdo pelo M. synoviae evolui do trato respiratdrio superior para uma
infeccdo sist€émica, resulta principalmente em artrites, também
conhecida como sinovite. A sinovite ¢ uma doenga que evolui de aguda
a cronica em frangos e perus, envolvendo primeiramente a infeccio da
membrana sinovial de juntas e tenddes. Algumas das artrites ou formas
sisttmicas da infeccdo por M. synoviae assemelham-se a doencas
autoimunes, mas o mecanismo imunolégico dessa manifestacdo ainda
permanece pouco compreendido (NARAT et al., 1998).

A transmiss@o do M. synoviae em aves ocorre horizontalmente
pelo convivio com animais doentes, e verticalmente dos pais a sua prole,
pela contamina¢do dos ovos. As perdas econOmicas atribuidas a M.
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synoviae sio devidas a depressdo imunoldgica, diminui¢do na conversao
alimentar, condenagdo de carcacas, aumento na mortalidade e
diminuicio na produgédo de ovos (NASCIMENTO et al., 2005).

O diagnéstico provisério e o monitoramento da infec¢do por M.
synoviae é normalmente realizado por testes sorolégicos, enquanto o
diagnéstico definitivo € realizado através da isolacdo e identificacdo do
organismo. Recentemente vem sendo empregado o uso de PCR para a
rdpida deteccdo e identificacdo do M. synoviae em amostras clinicas
(JEFFERY et al., 2007). Os primeiros testes através de PCR utilizados
na deteccdo do M. synoviae foram baseados no gene /165 RNAr, seguido
por PCRs que identificam o gene 23S RNAr ou o gene da hemaglutinina
vihA (RAMIREZ et al., 2006; HAMMOND et al., 2009).

O controle das infec¢gdes provocadas por micoplasmas de aves
através da vacinagdo € muito limitado, pois poucas vacinas estdo
disponiveis no mercado. Atualmente, uma vacina no controle do M.
synoviae esta sendo utilizada em alguns paises, a vacina é baseada em
uma linhagem sensivel a temperatura. Esta linhagem foi produzida
através de mutagéneses quimicas e mesmo com a perda do fendtipo
sensivel a temperatura ndo ocorre a reversdo da viruléncia. Ela foi
avaliada como segura e eficaz na imuniza¢do em frangos, pois eles nao
apresentam lesdes apds a sua administracio, evita a transmissdo lateral
do patégeno e o periodo de protegdo dura em torno de 40 semanas
(NICHOLAS et al., 2009). Outra forma de controle é baseada no uso de
quimioterdpicos, os micoplasmas sdo resistentes aos antibidticos do
grupo da penicilina, mas sensiveis ao grupo da tetraciclina, macrolideos,
quinolonas e tiamulinas (NASCIMENTO et al., 2005). No entanto,
aumento da resisténcia dos micoplasmas contra as tetraciclinas, os
macrolideos e as quinolonas tem sido relatado para diversas espécies
(GAUTIER-BOUCHARDON et al., 2002).

No Brasil, o Programa Nacional de Sanidade Avicola ndo
recomenda o controle de micoplasmoses por vacinagdo, e sugere a
diminuicio do uso de antibidticos, pois ndo eliminam completamente as
infeccdes. Desta forma, a recomendacdo em casos de ocorréncia de
micoplasmoses no rebanho € a erradicacdo dos animais (BUIM et al.,
2009).

A prevaléncia de M. synoviae na produgdo de aves no Brasil
aumentou a partir da década de 80, embora seja uma doenca
assintomadtica, causa grandes perdas a industria avicola (NASCIMENTO
et al., 2005). Segundo Cardoso e colaboradores (2006) através da
literatura pouco se conhece da prevaléncia de M. synoviae no Brasil. Em
uma andlise soroldgica, com o teste de soroaglutinacdo rdpida (SAR)
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para a deteccdo do M. gallisepticum e do M. synoviae em frangos de
diversas regides do Brasil, o autor e seus colaboradores constaram a
auséncia de M. gallisepticum nos plantéis de reproducfo analisados, mas
as amostras de soro testadas frente ao antigeno de M. synoviae reagiram
positivamente com 1,58% dos animais analisados.

Recentemente, Buim e colaboradores (2009) avaliaram a
prevaléncia de M. gallisepticum e M. synoviae em diferentes sistemas de
producdo comercial de frangos em alguns estados brasileiros. Foram
analisadas 1046 amostras de traquéias e embrides bicados, de 33
estabelecimentos comerciais pela técnica PCR Multiplex. A prevaléncia
de M. gallisepticum e M. synoviae nas granjas foi de 72,7%, com
predominéncia de M. synoviae (60,6%) como o Unico agente infeccioso
ou associado com outros micoplasmas. O estudo demonstrou que houve
um significativo aumento na incidéncia de M. synoviae e na reducio do
M. gallisepticum nas granjas comerciais do Brasil.

1.5 Avicultura

Nos ultimos 30 anos, a avicultura brasileira se tornou um dos
mais importantes setores da agroinddstria e atingiu altos niveis de
produtividade (SILVA et al., 2008). A avicultura possui um dos maiores
e mais avancgados acervos tecnoldgicos dentre o setor agropecudrio
brasileiro, devido ao progresso em genética, nutri¢do, manejo e sanidade
que ocorreram nas ultimas décadas, fator que transformou o setor em
um verdadeiro complexo econdmico (TINOCO, 2001). Neste contexto,
Savaglia (2009) relata que o inicio da criagdo de aves no Brasil para fins
comerciais ocorreu em meados do século 19 em algumas fazendas no
estado de Minas Gerais. Em 1913 foi fundada a Sociedade Brasileira de
Avicultura, e, no final da década de 30, a producdo interna ji era
considerada um negdcio promissor. Contudo, o inicio da estruturagdo da
inddstria avicola nacional ocorreu apds o final da 2° Guerra Mundial,
pois aos poucos os brasileiros comecaram a consumir a ave pronta, isto
€, abatida e limpa. As exportacdes comecaram a se fortalecer na década
de 70, e com isso houve grandes investimentos em tecnologia na
producgdo. Na década de 90 o Brasil se consolidou como um dos maiores
produtores de aves do mundo.

Segundo Buim e colaboradores (2009), a avicultura se destaca
na econdmica nacional pela geracdo de empregos e a troca externa de
créditos da balanca comercial. No setor agropecudrio, a carne de frango,
ocupa a primeira posicdo nas exportacdes de carnes brasileira,
representando 63,26% (toneladas) das exportagdes no ano de 2008,
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seguida pela carne bovina com 24,01%. Mesmo sob o impacto da crise
econdmica mundial, que se abateu no més de outubro de 2008, a
producdo de carne de frango registrou 4,5% de crescimento, pouco
abaixo dos 6,2% registrados em 2007. O Brasil segue em terceiro lugar
como produtor de carne de frango, com 10,9 milhdes de toneladas de
carne e um crescimento de 6,2%. Sendo precedido pela China com 11,9
milhdes de toneladas e com 5,4% de crescimento, e os Estados Unidos,
com 16,6 milhdes de toneladas e crescimento de 2,1% (ABEF, 2009). A
Figura 9 representa a participacdo dos paises produtores de carne de
frango no mundo.
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Figura 9. Producao mundial de carne de frango no ano de 2009 (ABEF,
2009), em mil toneladas.

Segundo a ABEF (2009), com relacdo a exportacdo de carne de
frango, o ano de 2008 totalizou um embarque de 3,6 milhdes de
toneladas, registrando um crescimento de 10,7% em relagdo ao ano
anterior, e a receita cambial registrou um aumento de 39,7%. Esses
nimeros sdo considerados positivos devido a inesperada crise
econdmica. Destacan-se a Ruissia, o Japdo, a Unido Européia, Hong-
Kong e a Africa do Sul como os principais clientes desse segmento. O
Brasil lidera a posi¢do mundial na exportacdo de carne de frango,
seguido pelos Estados Unidos e pela Unido Européia. No cendrio
nacional, a regido sul se destaca como a maior produtora e exportadora
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de carne de frango. O estado do Parand ocupa a primeira posi¢do no
setor de exportagdo, seguido por Santa Catarina e Rio Grande do Sul. As
Figuras 10 e 11 apresentam a participacdo do Brasil no cendrio mundial
de exportagdo de carne de frango e a participacdo dos estados brasileiros
no cendrio nacional de exportacdo de carne de frango, respectivamente.
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Figura 10. Exportacao mundial de carne de frango no ano de 2009 (ABEF,
2009), em mil toneladas.
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Figura 11. Estados brasileiros exportadores de carne de frango em 2008
(ABEF, 2009). O valor em porcentagem ¢ referente ao total de toneladas de
carne de frango exportadas pelos estados brasileiros.
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As infeccdes bacterianas em aves tornaram-se um dos maiores
desafios para a indudstria avicola mundial, pois ocasionam perda na
produtividade, aumento na mortalidade e muitas vezes contaminagio
dos produtos de origem avicola destinados ao consumo humano
(SANTOS e GIL-TURNES, 2005). Atualmente, com a importa¢do mais
rigorosa pelo mercado estrangeiro, para garantir a qualidade sanitdria da
carne produzida pelo Brasil o Ministério da Agricultura, Pecudria e
Abastecimento (MAPA) através do Programa Nacional de Sanidade
Avicola (PNSA) conduz o controle e/ou erradicagdo das micoplasmoses
e outras doencas (SILVA et al, 2008). O PNSA determina o
monitoramento de micoplasmoses em estabelecimentos avicolas através
de provas soroldgicas, como soroaglutinacdo rdpida em placa (SAR), HI
(inibi¢do por hemaglutinacio) e ELISA (LUCIANO et al., 2007).

Segundo Silva e colaboradores (2008), de acordo com a
regulamentag@o brasileira, os criadores de aves devem ser livres de
Mycoplasma gallisepticum, Mycoplasma synoviae e Mycoplasma
meleagridis. Porém alguns produtores e veterindrios acreditam que M.
synoviae seja inofensivo para as aves domésticas. Essa crenca pode ser
devido a dificuldade de diagndstico, a variacdo da viruléncia entre as
diferentes cepas e as diferentes formas de manifestacio da doenga.
Consequentemente, o controle e a erradicagdo do M. synoviae tem sido
negligenciando, permitindo a disseminacdo do patdégeno entre as
criagdes.

Tendo em vista a destacada importincia desse organismo, seu
genoma foi sequenciado pela organizacdo brasileira do Consércio
Nacional do Projeto Genoma. O mesmo apresentou um tamanho de
799476 pb e um total de 694 CDSs (VASCONCELOS et al., 2005).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Realizar a andlise protedmica do extrato de proteinas

citoplasméticas de Mycoplasma synoviae, patégeno precursor de grande
impacto econdmico a producdo avicola no cendrio mundial e
principalmente no estado de Santa Catarina. A andlise protedmica das
proteinas do organismo visa o desenvolvimento de diagndsticos mais
eficientes, assim como novas formas terapéuticas contra a doenga, sendo
assim de interesse direto a economia do Estado.

2.2 Objetivos Especificos

>

Y VYV

Estabelecer o protocolo adequado ao fracionamento de
proteinas citoplasmaticas de Mycoplasma synoviae;

Andlise protéica por meio de eletroforese bidimensional;
Identificagdo das proteinas por espectrometria de massa;
Identificacdo de alvos protéicos que permitam estratégias
terapéuticas e/ou diagndstico em aves.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Mycoplasma: linhagem, cultivo e preparacao da amostra

As amostras contendo o precipitado celular de Mycoplasma
synoviae linhagem 53 (ATCC 24204), foram fornecidas pelo
Laboratério de Sanidade Animal — Setor de Biotecnologia de Suinos da
Embrapa Suinos e Aves — Concoérdia/SC, dirigido pela pesquisadora
Catia S. Klein.

O patdgeno foi isolado da traquéia de uma galinha matriz de
corte procedente de um criadouro do estado do Parand (FIORENTIN et
al., 2003). As células foram incubadas em caldo FREY a 37 °C por 24
horas, entdo uma aliquota de 0,3 ml foi cultivada em condicdes
anaerdbicas em 3 ml de caldo FREY a 37 °C por 24 horas, apds esse
periodo foram realizadas repicagens em volumes crescentes (2 ml em 20
ml de caldo; 20 ml em 200 ml de caldo e 200 ml em 2 L de caldo) até a
cultura alcancar a fase exponencial indicada pela mudanca de coloragio
e turbidez. O meio de cultivo foi centrifugado a 1500 x g por 90 minutos
a 4 °C e as células foram lavadas com caldo FREY livre de proteinas e
centrifugadas a 13400 x g por 20 minutos a 4 °C, e entdo armazenadas a
-20°C.

Trés técnicas de extracdo protéica foram testadas: extragdo por
lise celular fisica (PINTO et al., 2007), lise celular fisica associada ao
detergente CHAPS (GORG, 2004) e lise celular fisica associada ao
detergente SDS (WISNIEWSKI et al., 2009).

Na primeira técnica de extracdo, as células precipitadas
(aproximadamente 100 mg) foram dispersas em 2,5 ml de tampdo de
lise contendo 25 mM Tris-HCl, pH 7,2 com inibidor de protease a uma
concentracdo final de 40 pg/ml (PMSF, Sigma® Aldrich). A suspensio
celular foi lisada por sonicacdo (Fisher Scientific Model 100 Sonic
Dismembrator) em gelo por 6 ciclos de 25 segundos com 1 minuto de
intervalo entre os pulsos. Entdo, o lisado foi centrifugado a 13400 x g
por 1 hora a 4 °C para precipitar restos celulares e o sobrenadante
resultante contendo as proteinas soliiveis de interesse para a andlise do
presente projeto foi recolhido. Em seguida, foi adicionado ao
sobrenadante, uma concentragdo final de 8 M uréia, 4% (p/v) CHAPS,
2% (v/v) anfélitos e 40 mM DTT, sendo a solucdo agitada por 1 hora,
para que ocorresse a solubiliza¢do, desagregacdo, desnaturagdo e
reducdo das proteinas da amostra. Apds esta etapa a amostra foi
estocada a -80 °C para uso posterior.
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Na segunda técnica de extracdo, as células precipitadas
(aproximadamente 100 mg) foram dispersas em 1 ml de tampao de lise
contendo CHAPS (25 mM Tris-HCI, pH 7,2, 7 M uréia, 2 M tiouréia,
4% (p/v) CHAPS, 2% (v/v) anfélitos e 40 mM DTT) na presenca de
inibidor de protease a uma concentra¢do final de 40 pg/ml (PMSF,
Sigma® Aldrich). A suspensdo celular foi lisada por sonicacdo em gelo
por 6 ciclos de 25 segundos com 1 minuto de intervalo entre os pulsos.
Entdo, o lisado foi centrifugado a 13400 x g por 1 hora a 4 °C para
precipitar restos celulares e o sobrenadante resultante foi recolhido e
estocado a -80 °C para uso posterior.

Na terceira técnica de extragdo, o precipitado celular
(aproximadamente 100 mg) foi disperso em um volume de 1:10 em
tampao de lise contendo 4% (p/v) SDS, 100 mM Tris/HCI, pH 7,6 ¢ 0,1
M DTT. A solugdo foi incubada por 5 minutos a 95 °C e sonicada
brevemente em apenas 1 ciclo de 25 segundos, para diminuir a
viscosidade provocada pelo DNA. Entdo o lisado foi centrifugado a
16000 x g por 10 minutos a 20 °C e o sobrenadante foi recolhido e
concentrado em um volume de até 200 pl em filtros Microcon YM 10
(Millipore). Para reduzir a concentracdo do SDS na solugdo protéica
adicionamos a amostra resultante 300 pl de uma solugdo de 8 M uréia,
0,1 M Tris/HCI, pH 8.5, entdo a amostra foi centrifugada em filtros
Microcon YM 10 por 1 hora a 14000 x g a 20 °C. Ao concentrado
resultante foram adicionados mais 300 ul da solugdo anterior, essa etapa
foi repetida 3 vezes. Aos 200 ul de amostra resultante foram
adicionados 300 pl de uma solugdo de 0,05 M de IAA em 8 M uréia, 0,1
M Tris/HCI, pH 8,5, a amostra foi manualmente agitada por 1 minuto e
incubada a temperatura ambiente por 5 minutos. No préximo passo a
amostra foi centrifugada a 14000 x g por 1 hora a 20 °C. Nesse etapa,
aos 200 pl resultantes foi adicionado 300 pl de uma solucdo de 8 M
uréia, 0,1 M Tris/HCI, pH 8,0, e novamente foi concentrada e
centrifugada por 1 hora a 14000 x g a 20 °C, essa etapa foi repetida 3
vezes. A cada diluicdo a concentragdo do SDS foi calculada baseada no
volume de tampao adicionado a amostra até alcangar a concentragio de
0,001% SDS, que foi estocada a -80 °C para uso posterior.

3.2 Eletroforese Bidimensional
As proteinas totais obtidas com os trés métodos de extragdo

foram quantificadas utilizando o 2-D Quant Kit® (Amersham
Biosciences), seguindo as instrucdes do fabricante. Posteriormente a
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quantificacdo protéica foi realizada a limpeza da amostra através da
precipitacdo das proteinas, utilizando o 2-D Clean-up kit® (Amersham
Biosciences) seguindo as instru¢des do fabricante, entdo o precipitado
foi solubilizado em solugdo de reidratacdo para realizar a focalizagio
isoelétrica

A eletroforese bidimensional foi realizada de acordo com o
método de Westermeier e Naven (2002), com algumas modificacdes.
Aliquotas contendo aproximadamente 70 pug ou 300 pug de proteinas
precipitadas com o 2-D Clean-up kit® (a quantidade de proteinas ¢é
dependente do tamanho do IPG utilizado) foram solubilizadas em um
volume final de 125 pl ou 250 pl, respectivamente, em uma solucio de
reidratacdo (7 M uréia, 2 M tiouréia, 4% (p/v) CHAPS, 18 mM DTT,
0.5% (v/v) anfélitos pH 3-10 or pH 4-7 e tracos de azul de bromofenol).

A focalizacdo isoelétrica foi realizada em duas tiras de
gradientes de pH imobilizado (IPG), pH 3-10 linear e pH 4-7 linear, e
em dois tamanhos, de 7 e 13 cm (GE Healthcare). As tiras de IPG foram
passivamente reidratadas durante 12 horas a temperatura ambiente no
aparato IPGphor strip holder® (GE Healthcare) com 125 pl (tira de 7
cm) ou com 250 ul (tira de 13 cm) de amostra, contendo
aproximadamente 70 pg ou 300 pg, respectivamente, cobertas com 1 ml
de 6leo mineral para evitar a evaporacdo dos reagentes durante a
reidratagdo.

A focalizacdo isoelétrica foi iniciada logo apds a reidratagéo e
realizada no sistema Ettan IPGphor 3 (GE Healthcare), a 20 °C em
quatro etapas totalizando 5750 Vh em IPG de 7 cm e 15503 Vh em IPG
de 13 cm, com uma corrente maxima de 25 puA por tira. Apés a IEF as
tiras foram imediatamente equilibradas ou armazenadas a -80 °C para
uso posterior.

Apés a IEF, as tiras de IPG foram submetidas a
reducdo/alquilacdo em solucdo de equilibrio. Para a reducdo as tiras
foram equilibradas em 5 ml de solugdo de equilibrio (75 mM Tris/HCI
pH 8.8, 2% (p/v) SDS, 6 M Uréia, 30% (v/v) glicerol, 1% (p/v) azul de
bromofenol) e 1% (p/v) de DTT adicionado na hora, durante 15 minutos
sob agitacdo (na horizontal). Em seguida, para a alquilagdo as tiras
foram equilibradas em 5 ml com a mesma solugdo, mas no lugar de
DTT foi adicionado 2,5% (p/v) de IAA, durante 15 minutos sob
agitacdo. Apds os dois passos de equilibrio as tiras foram lavadas com
dgua MilliQ e imediatamente submetidas a segunda dimensao.

A segunda dimensao foi realizada por eletroforese desnaturante
em gel de poliacrilamida 12% (SDS-PAGE) usando o sistema Mini
PROTEAN 3 (Bio-Rad), para os géis de 7 cm, e o sistema Hoefer SE



32

600 Ruby (Amersham Biosciences), para os géis de 13 cm. As tiras
foram inseridas no topo do gel de acrilamida, na horizontal, em contato
com o mesmo e fixadas com uma solugdo pré-aquecida de 0,5 % (p/v)
de agarose. A separacdo eletroforética das proteinas foi realizada em
tampéo Tris/Glicina/SDS, a 15 °C (no caso do géis de 13 c¢m), sob uma
amperagem fixa de 15 mA/gel por 15 minutos, seguida de 30 mA/gel até
o corante atingir o limite inferior do gel.

Ap6s a segunda dimensdo os géis foram fixados em 8% (v/v) de
dcido fosférico e 50% (v/v) etanol por 30 minutos, entdo os géis foram
corados com uma solugdo azul de Coomassie G-250 (400 ml de solucdo
A: 2% (v/v) de acido fosférico e 10% (p/v) de sulfato de amdnio; 10 ml
de solucdo B: 5% (p/v) de Coomassie Brilliant Blue G-250; mais 100 ml
de 100% de metanol) durante 12 horas sob agitacdo. O excesso do
corante foi removido com sucessivas lavagens com dgua destilada, os
géis foram conservados em 0,1% (v/v) de écido acético a 4 °C.

3.3 Obtencio e analise das imagens

A digitalizacdo das imagens dos géis foi obtida no scanner
ImageScanner III (GE Healthcare) através do programa LabScan versdo
6.0 (GE Healthcare) e as imagens foram analisadas com o programa
ImageMaster 2D Platinum 7.0 (GE Healthcare). Todos os géis foram
realizados em duplicatas para verificar a reprodutibilidade. As bandas
foram detectadas em modo automdtico adotando os seguintes
pardmetros: smooth = 2, drea minima = 21, saliéncia = 200,000. Apés o
procedimento automatico, algumas adi¢cdes ou dele¢des de bandas foram
realizadas manualmente.

As massas moleculares (Mw) e pontos isoelétricos (pl) das
proteinas obtidos  experimentalmente = foram  determinados
automaticamente pelo programa, a partir de 5 pontos de referéncia
anotados manualmente e dos padrdes de massa moleculares.

3.4 Digestao in-gel das proteinas

As bandas foram retirados do gel com o auxilio de ponteiras de
200 ul ou 1000 pl, estéreis e com suas pontas cortadas. As bandas foram
transferidos para microtubos de 1,5 ml com 0,1% (v/v) acido acético e
armazenados a 4 °C até o momento da digestao.

Os fragmentos de gel contendo as proteinas foram descorados
com 500 pl de uma solugdo de descoloragdo contendo 5% (v/v) de
acetonitrila (ACN) em 25 mM de bicarbonato de amdnio sob agitacao.
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Esse procedimento foi repetido até a completa descolora¢do da banda.
Em seguida, as bandas foram desidratadas com 100 ul de 100% de ACN
por 15 minutos, até ficarem totalmente esbranquicados, entdo, a
acetonitrila foi removida e os residuos remanescentes do gel foram
secos em sistema de centrifugacdo a vdcuo (Speed Vac/Eppendorf)
durante 10 minutos.

Os fragmentos dos géis foram reidratados com uma solugéo de
tripsina (Promega) em 25 mM de bicarbonato de amoénio pH 8.8, na
concentracdo final de 10 ug/ml . Todo o procedimento foi realizado em
banho de gelo, foram aplicados 10 ul de solucdo de enzima em cada
fragmento, os géis permaneceram no gelo por 30 minutos, em seguida
foram colocados em estufa a 37 °C durante no minimo 12 horas.

Apés a digestdo enzimdtica, os peptideos foram eluidos da
acrilamida com solu¢d@o de extracdo contendo 50% (v/v) de ACN e 5%
(v/v) de 4cido trifluoroacético (TFA). Foram realizadas trés etapas de
extracdo, os fragmentos dos géis foram cobertos com 30 pl de solucio
de extracdo e agitados durante 30 minutos em vortex, em cada etapa o
sobrenadante foi transferido a um novo microtubo. Todas as aliquotas de
sobrenadante foram reunidas em um mesmo tubo e concentradas durante
1 hora em um sistema a vicuo (Speed Vac/Eppendorf), até secagem
completa. Entdo foram armazenados a — 20 °C para andlises posteriores.

3.5 Espectrometria de Massa

As andlises de espectrometria de massa foram realizadas em um
espectrOmetro de massa tipo MALDI/TOF modelo Autoflex (Bruker
Daltonics, Bremen Germany) em colabora¢do com o Nicleo de Fixacio
Biologica de Nitrogénio, Departamento de Bioquimica e Biologia
Molecular, Setor de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal do
Parani — UFPR.

Os peptideos extraidos foram inicialmente solubilizados em 4
pl 0,1% (v/v) de TFA. Uma amostra de 1 pl de cada banda digerida e
concentrada foi homogeneizado com 1 pl da solugdo saturada da matriz
dcido alfa-ciano-4-hidroxicindmico (10 mg/ml em 50% (v/v) ACN,
0,1% (v/v) TFA). Em seguida, 0,5 pl dessa mistura foi aplicada
diretamente na placa do espectrdmetro MALDI/TOF e foi permitida a
cristalizagdo a temperatura ambiente. Apds a cristalizacdo da amostra
foram realizadas as andlises espectrométricas.

Os espectros foram obtidos em modo positivo, refletor e
extracdo retardada com uma voltagem de aceleracdo de 20 kV e
frequéncia do laser de 50 Hz. A calibracio externa foi realizada usando
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um kit de calibracio de peptideos com massas entre 800 a 3200 Da
(Bruker Daltonics) e com 200 tiros para cada espectro. Para a obtengao
dos espectros de cada amostra foram realizados com 200 tiros, quatro
passos de 50 tiros em diferentes lugares. Os espectros gerados foram
analisados e processados com o programa FlexAnalysis 3.0 (Bruker
Daltonics), os picos de contaminantes, como a queratina e tripsina,
foram manualmente retirados da lista de peptideos.

3.6 Identificacao das proteinas

As proteinas foram identificadas usando os dados de peptide
mass fingerprinting (PMF) contra o banco de dados NCBI (NCBI-
National Center for Biotechnology Information) utilizando o algoritmo
do programa de busca MASCOT (www.matrixscience.com). Os
parimetros de busca foram os seguintes: Banco de dados ndo
redundante do NCBI, a categoria taxondmica Mycoplasma, enzima
tripsina, uma clivagem perdida, modificacio fixa da cisteina por
carbamidometil, modificacdo varidvel por oxidacdo em metionina,
tolerincia de desvio de massa molecular de 100 ppm, a taxa de
descobertas falsas foi estimada usando a fung@o Decoy e valores de
massa monoisotdpicas. O programa MASCOT calcula um valor para
cada proteina encontrada a partir da probabilidade daquela identificacio
ser um evento aleatério (CAMARGO, 2008), portanto, o fator de
confianca utilizado na identificag¢do protéica foi de 95%.

3.7 Imunizacio dos animais

O soro de frango imunizados com M. synoviae foi obtido do
Laboratério de Sanidade Animal — Setor de Biotecnologia de Suinos da
Embrapa Suinos e Aves — Concérdia/SC. Primeiramente foi produzido o
antigeno inativado (células de M. synoviae, a partir de cultivo, foram
suspendidas em PBS com timerosal na dilui¢do de 1:10000). Um frango
SPF (livre do patégeno especifico) foi inoculado com 200 pl de
antigeno inativado, sendo a primeira inoculagdo intradérmica e as
demais intravenosas. As imuniza¢des foram realizadas a cada sete dias
por sete semanas. Na tltima semana o soro foi avaliado por
soroaglutinacdo rdpida em placa (SAR), sendo observada forte reacio,
entdo o sangue total da ave foi coletado. O soro foi isolado das demais
células sanguineas, separado em aliquotas e armazenado a -20 °C. Todos
os experimentos e procedimentos foram realizados de acordo com as
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leis brasileiras e aprovado por um comit€ de ética da
CNPSA/EMBRAPA.

3.8 Analise de proteinas imunogénicas

Para a detecgdo das proteinas imunogénicas do M. synoviae foi
utilizada a metodologia de immunoblot. As proteinas resolvidas no gel
bidimensional foram transferidas & membrana de PVDF (Millipore)
usando o sistema Mini Protean 3 Western transblot (Bio-Rad). A
membrana de PVDF foi previamente hidratada com 100% de metanol e
equilibrada em solugdo de transferéncia a 4 °C (25 mM Tris/HCI, pH
8,3, 192 mM glicina e 20% (v/v) metanol) juntamente com o gel durante
30 minutos. A eletro-transferéncia foi realizada a 4 °C por 1 hora a 100
V. Em seguida, a transferéncia das proteinas de interesse foi confirmada
pela coloragdo com Ponceau (0,1% (p/v) de corante Ponceau, 1% (v/v)
de 4cido acético), entdo a membrana foi lavada com 20 ml de solugéo de
PBS-T (10 mM Na,HPO,, 1,7 mM KH,PO, 137 mM NaCl, 2,7 mM
KCL, 0,1% (v/v) Tween 20) até a retirada da coloragdao. Em seguida, a
membrana foi bloqueada com 50 ml da solugdo de PBS-T suplementado
com 3% (p/v) de soro albumina bovina (BSA) durante 12 horas a 4 °C,
para bloqueio de sitios inespecificos.

Apébs o bloqueio, a membrana foi lavada trés vezes por 10
minutos com 20 ml de PBS-T, em seguida, a membrana foi submersa
em 25 ml de PBS-T suplementado com 1% (p/v) de BSA contendo o
anticorpo primdrio (soro de frango imunizado com M. synoviae ou soro
de frango ndo imunizado/SPF) na diluicdo de 1:1000, durante 90
minutos, sob agitacdo e a temperatura ambiente.

Ao término da reacdo com o anticorpo primdrio a membrana foi
lavada trés vezes por 10 minutos com 20 ml de PBS-T. Entdo, a
membrana foi submersa em 25 ml de PBS-T suplementado com 1%
(p/v) de BSA contendo o anticorpo secunddrio conjugado com fosfatase
alcalina (anti-frango IgY (IgG), produzido em coelho, Sigma) na
diluicdo de 1:15000, por 1 hora, sob agitacdo e a temperatura ambiente.

Ap6s trés lavagens por 10 minutos com 20 ml de PBS-T foi
realizada a detec¢do das proteinas imunogénicas. A revelacdo das
proteinas foi realizada com 10 ml da solucdo de BCIP®/NBT
(SIGMAFAST™ BCIP®/NBT Tablets-Sigma), seguindo as instrucdes
do fabricante, sendo a reag@o finalizada submergindo a membrana em
dgua MilliQ. Em seguida, as membranas foram secas a temperatura
ambiente e digitalizadas com o scanner ImageScanner III (GE
Healthcare).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

O Mycoplasma synoviae € um importante patégeno de aves,
sendo responsavel por diversas perdas econdmicas na producgdo avicola.
Na maioria dos casos a infeccdo resulta em uma manifestagao subclinica
do trato respiratério, a qual pode evoluir para doencas respiratorias,
sinovites ou doencas sist€micas. Desta forma, as proteinas expressas
pela bactéria despertam um grande interesse por estarem relacionadas ao
seu desenvolvimento e a sua patogenicidade. O presente trabalho propos
uma descricdo preliminar do mapa protedmico de M. synoviae,
abordando principalmente as proteinas mais abundantes expressas pelo
patégeno. A abordagem através da eletroforese bidimensional associada
a espectrometria de massa possibilita a identificacdo das proteinas mais
expressas pela célula, contribuindo significativamente para avancar na
compreensdo da biologia e das bases moleculares dos processos
fisiolégicos do microrganismo.

4.1 Perfil de extracio das proteinas

De acordo com Canis e colaboradores (2007), a extracdo de
analitos em amostras bioldgicas é um sério desafio a quimica analitica.
Nao obstante, esta situacio se torna muito mais complicada no estudo de
proteinas, devido ao seu alto grau de heterogeneidade e a dificuldade de
romper suas interacdes estruturais e liberd-las de interagdes
macromoleculares. Normalmente, o método mais utilizado na extragéo
protéica de amostras bioldgicas € a lise celular fisica associada ao uso de
detergentes (CANAS et al., 2007).

Duas estratégias de extracdo protéica foram testadas para a
obten¢do do proteoma do M. synoviae, a lise celular fisica e a lise fisica
associada a detergentes. O melhor rendimento na extra¢do total de
proteinas foi obtido com a lise celular associada a detergentes (em
média de 0,7 pg/ul de proteinas extraidas com a lise celular fisica e em
média 2 ug/ul de proteinas extraidas com a lise celular fisica associada a
detergentes). A andlise através da eletroforese bidimensional
demonstrou que a extracdo protéica por meio de lise fisica associada a
detergentes apresentou melhores resultados, aumentando
quantitativamente, em relacio ao ndmero de bandas detectadas, a
resolucdo protéica (Figura 12 e 17).

Os detergentes sao frequentemente utilizados na ruptura celular,
eles rompem a membrana celular, interacdes hidrofébicas e solubilizam
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as proteinas. A escolha dos detergentes, na andlise protedmica, &
limitada aos ndo-idnicos ou zwitteridnicos para evitar interferéncia de
cargas durante a focalizacdo isoelétrica (CHOE et al., 2006). Utilizamos
dois detergentes com o objetivo de melhorar a resolugdo da separacio
protéica, o zwitteribnico CHAPS e o anionico SDS. O CHAPS,
atualmente, ¢ um dos detergentes mais utilizados em andlises
protedmicas (CIERO et al., 2004) e o SDS € um detergente amplamente
utilizado em estudos bioquimicos, e, também ¢ utilizado em alguns
estudos protedmicos (WISNIEWSKI et al., 2009). Na extracdo protéica
total, os dois detergentes alcancaram rendimento semelhante, porém
como observado no perfil bidimensional das proteinas, a extragdo com
SDS ndo permitiu uma boa resolugdo (Figura 15), observando-se muitas
bandas horizontais, principalmente na faixa dcida do gel. Os detergentes
anidnicos, como o SDS, possuem um forte poder de solubilizacdo
(BRAUN et al, 2007). Entretanto, o detergente nem sempre ¢é
completamente separado das proteinas, desta forma, no campo elétrico o
SDS migra para a regido do anodo, resultando no deslocamento de
alguns pontos para a regido dcida, assim interferindo com a focalizagio
isoelétrica das proteinas (WESTERMEIER e NAVEN, 2002).

4.2 Perfil dos géis bidimensionais

O M. synoviae possui 694 sequéncias codificantes (CDSs), 464
correspondem a proteinas conhecidas, 167 a protefnas hipotéticas
conservadas e 63 a protefnas hipotéticas (VASCONCELOS et al,,
2005).

O perfil das proteinas expressas pelo M. synoviae foi
caracterizado usando um gradiente de pH 3-10 e pH 4-7 linear. Como
pode ser observado ocorre um predominio de proteinas com p/ entre 4 a
7 e massas moleculares entre 19 a 80 kDa (Figura 12 a 17). Os géis
foram realizados em duplicata e comparados com o programa
ImageMaster 2D Platinum 7.0. Apds o processamento automatico de
deteccdo de bandas e correcdes manuais de todos os géis realizados, um
total de 350 bandas foram detectadas na faixa de pH 3-10 na fracdo
protéica solivel, um total de 475 bandas foram detectadas na faixa de
pH 3-10 na fracdo na fracdo protéica solivel em CHAPS, um total de
286 bandas foram detectadas na faixa de pH 3-10 na fracdo na fracdo
protéica soldvel em SDS e 124 bandas foram detectadas na faixa de pH
4-7 na fracdo protéica solivel.

Assim, o perfil protéico de M. synoviae foi resolvido em dois
padrdes de eletroforese bidimensional. O primeiro foi realizado em géis
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de 7 cm em pH 3-10 e pH 4-7, com trés formas diferentes de extracio
no qual foi possivel detectar 386 bandas na faixa de pH 3-10 e 124
bandas na faixa de pH 4-7. O segundo foi realizado em géis de 13 cm
em pH 3-10, com trés formas diferentes de extragcdo, no qual detectamos
725 bandas (Tabela 1). Como observado nas Figuras 12 a 14 os géis de
7 cm apresentaram pouca reprodutibilidade e alguns problemas na
resolucdo das proteinas, evidenciado pelas faixas de proteinas ndo
focalizadas. No entanto, os mapas bidimensionais de 13 cm
apresentaram uma alta reprodutibilidade e resolugao (Figura 16 e 17).

Tabela 1: Perfil dos géis bidimensionais

Meétodo de extragdo Tamanho  Faixa Bandas Bandas
do gel depH  detectadas identificadas

Lise fisica (fracdo solivel) 7 cm 3-10 120 17
Lise fisica associada ao 7 cm 3-10 116 6
detergente SDS
Lise fisica associada ao 7 cm 3-10 150 42
detergente CHAPS
Total de bandas encontradas em geis de 7 cm 386
Lise fisica associada ao 13 cm 3-10 325 40
detergente CHAPS
Lise fisica (fracdo solivel) 13 cm 3-10 230 26
Lise fisica associada ao 13 cm 3-10 170 4
detergente SDS
Total de bandas encontradas em géis de 13 cm 725
Total de bandas encontradas em géis de pH 3-10 1111
Lise fisica (fracdo solivel) 7 cm 4-7 124 25
Total de bandas encontradas em géis de 7 cm 124
em pH 4-7

Segundo Liebler (2002), apesar da superioridade do 2DE-SDS-
PAGE em relacdo a outros métodos de separacdo de misturas protéicas,
a técnica apresenta alguns problemas, como a dificuldade de realizar
andlises reprodutiveis e a incompatibilidade de algumas proteinas com a
focalizagdo isoelétrica, tais como, proteinas de alta massa molecular e
aquelas com caracteristicas hidrofébicas. Essas proteinas aparecem
como faixas de estrias na regido da sua massa molecular. Outro
problema reside em que proteinas expressas em pequenas quantidades
dificilmente serdo visualizadas. Portanto, o 2DE-SDS-PAGE tende a ser
uma andlise para proteinas abundantes.

A eletroforese bidimensional ¢é sensivel a presenca de
contaminantes tais como sais, lipideos, 4dcidos nucléicos e outras
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substancias insoliveis. Os sais interferem diretamente na focalizacdo
isoelétrica, eles migram através do gradiente de pH provocando zonas
de alta condutividade, nestas regides ocorre interferéncia na migragéo
protéica e assim as proteinas aparecem como faixas de estrias no gel
(GOLINELLLI, 2009).

A andlise protedmica do M. hyopneumoniae e M. gallisepticum
possibilitou a resolucdo de em média 350 bandas por gel corados com
azul de Coomassie G-250 (PINTO et al., 2007; DEMINA et al., 2009).
No proteoma do M. penetrans e do M. pneumoniae foram resolvidos
aproximadamente 470 e 450 bandas, respectivamente, revelados com a
coloracdo de prata (FERRER-NAVARRO et al., 2006; REGULA et al.,
2000). No presente trabalho, através de uma andlise semelhante,
conseguimos a resolugdo de 325 bandas (Figura 17).

3 < plpH > 10
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Figura 12. Mapa bidimensional da fracao protéica solivel de M. synoviae.
O extrato total protéico (70 ug) foi separado em strip de 7 cm (pH 3-10)
seguido por SDS-PAGE em gel 12% e corado com CBB G-250. As bandas
assinaladas de A1 a A17 correspondem as proteinas identificadas.
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Figura 13. Mapa bidimensional da fracio protéica solivel em CHAPS de
M. synoviae. (A e B sdo géis em duplicatas) O extrato total protéico solivel em
CHAPS (70 pg) foi separado em strip de 7 cm (pH 3-10) seguido por SDS-
PAGE em gel 12% e corado com CBB G-250. As bandas assinaladas de B1 a
B42 correspondem as proteinas identificadas.
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Figura 14. Mapa bidimensional da fracao protéica solivel de M. synoviae.
(A e B sdo géis em duplicatas) O extrato total protéico (70 pg) foi separado em
strip de 7 cm (pH 4-7) seguido por SDS-PAGE em gel 12% e corado com CBB
G-250. As bandas assinaladas de Cl1 a C25 correspondem as proteinas
identificadas.
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Figura 15. Mapa bidimensional da fra¢iio protéica solivel em SDS de M.
synoviae. (A) O extrato total protéico solivel em SDS (70 ug) foi separado em
strip de 7 cm (pH 3-10) seguido por SDS-PAGE em gel 12% e corado com
CBB G-250. (B) O extrato total protéico soliivel em SDS (300 pg) foi separado
em strip de 13 cm (pH 3-10) seguido por SDS-PAGE em gel 12% e corado com
CBB G-250. As bandas assinaladas de D1 a D10 correspondem as proteinas

identificadas.
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Figura 16. Mapa bidimensional da fracao protéica solivel de M. synoviae.
O extrato total protéico (300 pg) foi separado em strip de 13 cm (pH 3-10)
seguido por SDS-PAGE em gel 12% e corado com CBB G-250. As bandas
assinaladas de E1 a E26 correspondem as proteinas identificadas.



44

3 i > 10

,
kDa

15

Figura 17. Mapa bidimensional da fraciio protéica solivel em CHAPS de
M. synoviae. O extrato total protéico solivel em CHAPS (300 ug) foi separado
em strip de 13 cm (pH 3-10) seguido por SDS-PAGE em gel 12% e corado com
CBB G-250. As bandas assinaladas de F1 a F40 correspondem as proteinas
identificadas.

4.3 Proteinas de Mycoplasma synoviae identificadas

Para realizar a identificagdo das proteinas obtidas a partir da
eletroforese bidimensional, todas as bandas resolvidas em pH 3-10 e pH
4-7 foram retiradas do gel, digeridos com tripsina e analisados por
espectrometria de massa MALDI/TOF.

Os espectros foram analisados utilizando o programa
FlexAnalysis 3.0, os picos de contaminantes, como exemplo a queratina
e tripsina, foram manualmente retirados da lista de peptideos. Os
espectros resultantes foram analisados utilizando-se o algoritmo do
programa de busca MASCOT (www.matrixscience.com). Optou-se pelo
banco de dados NCBI ndo redundante e a categoria taxondmica
Mycoplasma. Pelo fato das amostras serem reduzidas e alquiladas,
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selecionou-se a modificacdo fixa de carbamidometil e modificagdo
varidvel oxidagdo em metionina. A tolerancia de peptideos foi de 100
ppm e o fator de confianca na identificacdo protéica utilizado foi o
p<0,05.

Um total de 1235 bandas foram analisadas por espectrometria
de massa. Esta analise revelou a identificacdo de 160 bandas, sendo 135
bandas resolvidas em pH 3-10 e 25 bandas em pH 4-7. As 160 bandas
identificadas correspondem a 42 proteinas diferentes e estdo indicadas
nas Figuras 12 a 17 e os resultados obtidos estdo nas tabelas 2 a 7.

A eficiéncia de identificacdo do presente estudo, cerca de
12,96%, ¢ similar aquela obtida por Pinto e colaboradores (2007) que
obteve na faixa de 11.6% nos resultados apresentados no proteoma do
M. hyopneumoniae. Ja a andlise de proteoma de outros micoplasmas os
resultados obtidos foram: 53,13% para M. gallisepticum, 68,6% para M.
pneumoniae, 37% para M. genitalium e 31,27% para M. penetrans de
eficiéncia (DEMINA et al., 2009; REGULA et al., 2000; WASINGER
et al., 2000; FERRER-NAVARRO et al., 2000).

A maioria das bandas ndo produziram espectros de massa que
permitissem identificar as proteinas, possivelmente devido a presenca de
contaminantes que dificultaram a acessibilidade da tripsina e/ou que
interferiram na andlise por espectrometria de massa, a influéncia da
sequéncia primdria da proteina que dificultaria a atividade da tripsina, e
a dificuldade na elui¢cdo dos peptideos do gel.

A técnica de ionizagdo por MALDI/TOF possui extrema
sensibilidade, detecta peptideos em concentracdes de fmol/atomol, e
consegue detectar impurezas em pequenas quantidades na amostra
protéica, o que dificulta a andlise. Dependendo da quantidade do analito,
no caso de baixa concentracdo, os contaminantes sdo capazes de
competir fortemente pelo processo de ionizagdo do MALDI, suprimindo
o sinal da amostra (SACHON et al., 2009). Neste sentido, Sachon e
colaboradores (2009) demonstraram que uma amostra de BSA com alta
quantidade de contaminante ndo obteve identificacdo pela busca no
MASCOT. Portanto, os contaminantes sdo extremamente prejudiciais,
pois levam a erros na identificacdo, diminuem a confianca da
identifica¢do ou até mesmo impedem a identificagdo da amostra.

E bem caracterizado que os sitios de acesso da tripsina em
residuos de arginina e lisina na regido C-terminal quando seguidos por
prolina inibem a clivagem enzimadtica, bem como a presenca de residuos
4cidos adjacentes ao sitio de clivagem (CELEDON, 2006).

De acordo com Galvani e colaboradores (2000), durante a
eletroforese, picogramas de proteinas podem reagir irreversivelmente
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com a malha de poliacrilamida, sugerindo que pequenas quantidades de
proteina s@o incorporadas a matriz. Portanto, essa ligacdo irreversivel
pode provocar uma supressdo na intensidade do sinal da espectrometria
de massa por MALDI A ligacdo irreversivel das proteinas a
poliacrilamida provoca baixa elui¢do dos peptideos do gel, e
consequentemente, a obtencdo de pouco sinais nos espectros, o que
resulta na reducdo da taxa de identificacio.

A massa molecular (Mw) e o ponto isoelétrico (pl) de cada
proteina foi experimentalmente determinado e comparado com o Mw/p/
deduzido através da sequéncia gé€nica obtida pela andlise realizada com
o banco de dados MASCOT. Nés observamos que 125 proteinas das
160 identificadas apresentam um Mw/p/ semelhante ao valor tedrico
estimado. Para as outras 35 proteinas (indicadas em negrito nas tabelas)
o Mw e/ou pl experimentalmente determinado apresentaram valores
significativamente distintos dos preditos, sugerindo a ocorréncia de
modificacdes pos-traducionais, tais como fosforilacdo, metilagdo,
acetilagc@o e clivagem proteolitica (BOONJAKUAKUL et al., 2002; SU
et al., 2007).

Entre as proteinas identificadas no presente estudo, a chaperona
DnaK , o fator de elongagdo Tu e a tiol peroxidase foram representadas
por mais de uma bandas, muitos apresentando diferencas na massa
molecular e no ponto isoelétrico. A grande proeminéncia dessas
proteinas € um indicativo de uma expressao constitutiva.

A ocorréncia de multiplas bandas de uma mesma proteina ja foi
descrito em estudo do proteoma de diferentes micoplasmas como M.
gallisepticum, M. hyopneumoniae, M. penetrans, M. genitalium e M.
pneumoniae (DEMINA et al., 2009; PINTO et al., 2007; FERRER-
NAVARRO et al., 2006; WASINGER et al., 2000; REGULA et al.,
2000). Esse comportamento também € relatado em andlises protedmicas
de outras espécies, por exemplo, no proteoma de Herbaspirillum
seropedicae (CHAVES et al, 2007) e no proteoma de Bartonella
quintana (BOONJAKUAKUL et al., 2007).

Muitas proteinas identificadas no proteoma do M. pneumoniae
foram representadas em multiplas bandas em vérias posi¢des no gel,
uma dessas proteinas foi a chaperona DnaK (REGULA et al., 2000).
Essa proteina é uma das mais proeminentes encontradas em extratos
protéicos de Mycoplasma, e foi encontrada como uma série de bandas,
com a massa molecular idéntica. No presente mapa protedmico, também
encontramos multiplas bandas de DnaK e fator de elongacdo Tu com
massa molecular semelhante (Figura 18).
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Figura 18. Proteinas do M. synoviae identificadas em miiltiplas bandas.
Localizadas na mesma faixa de Mw e com variagdes no seu pl. A ¢ B
correspondem ao fator de elongacdo Tu (B27, B28, B29, F23, F24 ¢ F25). Ce D
correspondem a chaperona DnaK (C16, C17, C18, C19, B32 e B33). As figuras
A e D correspondem a fragdo protéica soliivel em CHAPS (7 cm, pH 3-10), a
figura B corresponde a frag@o protéica solivel em CHAPS (13 cm, pH 3-10) e a
figura C corresponde a frangdo soldvel (7 cm, pH 4-7).



Tabela 2. Proteinas identificadas da fracao solivel de M. synoviae (pH 3-10, 7 cm)
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Banda  Proteina pl/Mr pl/Mr MASCOT  Cobertura % Peptideo Gene COG*
Teorico Observado Score encontrado  Locus

Al Diidrolipoamida desidogenase 5,87/66333 6,6/33463 70 28 10 pdhD C
MS53_0275

A2 FOF1 ATP sintetase subunidade 5,76/50831 6,23/48444 111 32 10 AtpD C
beta MS53_0405

A3 Proteina de divisao celular 4,38/59956 3,38/72924 215 33 14 FtsZ D
MS53_0340

A4 Frutose-bifosfato aldolase 6,27/31276 7,17/23255 88 34 7 Fba G
MS53_0354

A5 Frutose-bifosfato aldolase 6,27/31276 6,9/23351 109 25 8 Fba G
MS53_0354

A6 Fator de elongacao EF-Ts 5,72/31919 5,00/61621 73 33 6 Tsf J
MS53_0414

A7 Fator de elongacdo Tu 5,61/43317 5,95/42366 94 26 8 tufA J
MS53_0667

A8 Fator de elongacio Tu 5,61/43203 6,10/42336 216 53 17 tufA J
MS53_0667

A9 Fator de elongacdo Tu 5,61/43319 5,7/40150 92 23 8 tufA J
MS53_0667

A10 Fator de elongacéo Tu 5,61/43319 5,82/42658 123 39 11 tufA J
MS53_0667

All Protefna SSB 4,50/21284 4,30/17218 65 39 5 Ssb L
MS53_0533

Al2 Chaperona DnaK 5,18/65056 5,33/61199 137 25 14 dnakK (0]

MS53_0351
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Al3 Tiol peroxidase 5,93/18310 6,10/37817 81 34 8 Tpx (0]
MS53_0368

Al4 Tiol peroxidase 5,93/18309 4,7/17218 159 56 13 Tpx (0]
MS53_0368

AlS Tiol peroxidase 5,93/18310 6,06/17218 117 38 9 Tpx (0]
MS53_0368

Al6 Tiol peroxidase 5,93/18310 5,88/20959 141 45 12 Tpx (0]
MS53_0368

Al7 Tioredoxina redutase 5,37/27538 6,50/27760 79 23 8 trxB (0]
MS53_0596

Proteinas com valores de Mw e/ou pl experimentalmente determinados significativamente distintos dos preditos estdo
indicadas em negrito
a) Classes funcionais COG: (C) Producido e conversdo de energia; (D) Controle do ciclo celular, divisdo celular e divisao
cromossomal; (G) Transporte e metabolismo de carboidratos; (J) Traducdo, estrutura ribossomal e biogé€neses; (L)
Replicagdo, recombinagio e reparo; (O) Modificacdes pds-traducionais, turnover de proteinas e chaperonas.



Tabela 3. Proteinas identificadas da fracao solivel em CHAPS de M. synoviae (pH 3-10, 7 cm)
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Banda  Proteina pl/Mr pI/Mr MASCOT  Cobertura % Peptideos Gene CcoG*
Teorico Observado Score encontrados  Locus

Bl Acetato quinase 7,10/44601 7,57/38926 62 19 6 ackA C
MS53_0652

B2 FOF1 ATP sintetase subunidade 5,75/52574 6,02/52668 138 32 11 atpD-2 C
beta MS53_0160

B3 FOF1 ATP sintetase subunidade 5,76/50831 6,11/52123 119 34 14 atpD-2 C
beta MS53_0160

B4 Piruvato desidrogenase, 6,20/42105 6,75/43671 142 41 14 pdhA C
componente E1, subunidade alfa MS53_0272

B5 Piruvato desidrogenase, 6,20/42219 4,44/21999 61 17 6 pdhA C
componente E1, subunidade MS53_0272

alfa

B6 Piruvato desidrogenase, 6,73/35831 7,30/31723 97 40 11 pdhB C
componente El, subunidade beta MS53_0273

B7 Piruvato desidrogenase, 6,73/35831 7,25/36525 122 38 12 pdhB C
componente El, subunidade beta MS53_0273

B8 Piruvato desidrogenase, 6,73/35962 7,40/31891 54 13 3 pdhB C
componente E1, subunidade beta MS53_0273

B9 Proteina de divisao celular 4,38/59953 4,44/60081 71 12 6 ftsZ D
MS53_0340

B10 Putativa lipoproteina 5,13/10067 5,10/68776 60 14 10 MS53_0190 E

B11 Ribonucleotideo-difosfato 5,09/39273 4,84/70221 80 14 5 nrdF F
redutase MS53_0399

BI12 Frutose-bifosfato aldolase 6,27/31218 7,0/31376 82 35 9 fba G
MS53_0354

B13 Fosfoglicerato quinase 6,13/43491 7,16/60495 52 20 4 pgk G

MS53_0114
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B14

BI15

B16

B17

B18

BI19

B20

B21

B22

B23

B24

B25

B26

B27

B28

B29

Fosfoglicerato quinase
Fosfopiruvato hidratase
Fosfodiesterase carregadora de
grupo acil

Fosfodiesterase carregadora de
grupo acil

Fosfodiesterase carregadora de
grupo acil

Fosfodiesterase carregadora de
grupo acil

Proteina ribossomal L3 50S
Fator de elongacdo Tu

Fator de elongacdo Tu

Fator de elongacdo Tu

Fator de elongacao Tu

Fator de elongacio Tu

Fator de elongacdo Tu

Fator de elongacao Tu

Fator de elongacio Tu

Fator de elongacio Tu

6,13/43491
6,59/49358
7,74/22732
7,74/22731
7,74/22731
7,74/22731
9,68/28810
5,61/43203
5,61/43317
5,61/43317
5,61/43317
5,61/43317
5,61/43317
5,61/43319
5,61/43319

5,61/43319

7,38/63507
7,17/56185
8,51/20000
8,28/20041
7,92/20614
8,75/22917
5,78/20630
5,72/41792
5,70/40205
5,97/47205
5,53/36063
5,78/34135
5,94/47365
5,82/73687
5,66/73793

5,97/67458

51

174

66

68

56

82

51

164

106

73

124

85

173

74

74

73

18

35

37

29

20

26

17

37

24

25

35

19

0

17

17

16

22

12

23

pgk

MS53_0114
eno
MS53_0009
acpD
MS53_0088
acpD
MS53_0088
acpD
MS53_0088
acpD
MS53_0088
rplC
MS53_0643
tufA
MS53_0667
tufA
MS53_0667
tufA
MS53_0667
tufA
MS53_0667
tufA
MS53_0667
tufA
MS53_0667
tufA
MS53_0667
tufA
MS53_0667
tufA
MS53_0667
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B30 Fator de elongacao Tu 5,61/43319 5,62/55545 64 12 4 tufA J
MS53_0667

B31 DNA polimerase III subunidade 7,63/43489 5,15/21909 69 19 6 dnaN L
beta MS53_0002

B32 Chaperona DnaK 5,18/65056 5,23/60709 98 22 12 dnakK (0]
MS53_0351

B33 Chaperona DnaK 5,18/65056 5,16/61343 122 20 12 dnakK (0]
MS53_0351

B34 Chaperona DnaK 5,18/65056 5,41/56058 90 21 10 dnaK o
MS53_0351

B35 Putativo fator trigger 5,37/54529 5,40/57834 93 20 9 MS53_0603 (0]

B36 Tiol peroxidase 5,93/18310 6,19/20418 85 34 7 tpx (0]
MS53_0368

B37 Tiol peroxidase 5,93/18310 6,39/18564 60 46 7 tpx (0]
MS53_0368

B38 Tiol peroxidase 5,93/18309 5,74/18043 62 21 6 tpx (0]
MS53_0368

B39 Tiol peroxidase 5,93/18309 6,16/17788 78 25 7 tpx (6]
MS53_0368

B40 Proteina hipotética MS53_0538 6,30/20619 6,95/20173 110 41 7 MS53_0538 R

B41 NADH oxidase 6,44/50670 6,96/50174 80 25 9 nox R
MS53_0522

B42 Proteina hipotética MS53_0115 8,78/21046 9,58/25000 59 20 5 MS53_0115 S

Proteinas com valores de Mw e/ou p/ experimentalmente determinados significativamente distintos dos preditos estdo
indicadas em negrito
a) Classes funcionais COG: (C) Producdo e conversdo de energia; (D) Controle do ciclo celular, divisdo celular e divisao
cromossomal; (E) Transporte e metabolismo de aminodcidos; (F) Transporte e metabolismo de nucleotideos; (G)
Transporte e metabolismo de carboidratos; (I) Transporte e metabolismo de lipideos; (J) Tradug@o, estrutura ribossomal e
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biogéneses; (L) Replicacdo, recombinagdo e reparo; (O) Modificagdes pods-traducionais, furnover de proteinas e
chaperonas; (R) Somente funcdo geral predita; (S) Fun¢do desconhecida.



Tabela 4. Proteinas identificadas da fracao solivel de M. synoviae (pH 4-7,7 cm)
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Banda  Proteina pl/Mr pI/Mr MASCOT Cobertura %  Peptideos Gene COG*
Teorico Observado Score encontrados  Locus
Cl1 FOF1 ATP sintetase subunidade 7,66/57947 5,98/50000 142 29 10 atpD-2 C
alfa MS53_0159
Cc2 FOF1 ATP sintetase subunidade 5,76/50831 6,06/49101 133 34 14 atpD C
beta MS53_0405
C3 Fosfotransacetilase 6,06/34978 6,36/31744 192 52 14 eutD C
MS53_0653
C4 Piruvato desidrogenase, 6,20/42221 6,54/39784 73 23 10 pdhA C
componente El, subunidade, alfa MS53_0272
C5 Piruvato desidrogenase, 6,73/35831 6,98/24854 157 56 13 pdhB C
componente E1, subunidade MS53_0273
beta
C6 Fosfoglicerato mutase 5,91/56365 6,26/53247 62 14 6 Pgm G
MS53_0656
C7 Fosfopiruvato hidratase 6,59/49358 6,93/39069 135 34 12 Eno G
MS53_0009
C8 Proteina conservada hipotética 8,72/83696 6,92/64308 67 15 8 MS53_0334 H
Cc9 Proteina conservada hipotética 8,72/83696 6,88/73443 140 27 17 MS53_0334 H
C10 Fator de elongacao EF-Ts 5,72/31919 4,95/80593 94 28 7 Tsf J
MS53_0414
Cl1 Fator de elongacio Tu 5,61/43319 5,66/38928 77 26 9 tufA J
MS53_0667
CI12 Fator de elongacdo Tu 5,61/43319 5,97/43561 151 42 16 tufA
MS53_0667
C13 Fator de elongacdo Tu 5,61/43319 5,84/42934 112 30 10 tufA J

MS53_0667




9]
(93]

Cl4

CI5

Cl16

C17

CI18

C19

C20

C21
C22

C23

C24

C25

Fator de elongacao Tu
Chaperona DnaK
Chaperona DnaK
Chaperona DnaK
Chaperona DnaK
Chaperona DnaK
Chaperona DnaK

Putativo fator trigger

Tiol peroxidase
Tiol peroxidase
Tiol peroxidase

Tioredoxina redutase

5,61/43319
5,18/65056
5,18/65056
5,18/65056
5,18/65056
5,18/65056
5,18/65056

5,37/54529

5,93/18310
5,93/18310
5,93/18309

5,92/33513

6,10/42623
5,42/65671
5,25/66596
5,20/63060
5,18/69936
5,14/71919
5,35/69449

5,39/56310

6,16/22502
5,99/24683
6,25/20747

6,27/28619

128

94

70

121

80

76

91

95
109

90

71

69

37

15

19

29

17

11

13

19

57

34

31

27

14

tufA
MS53_0667
dnaK
MS53_0351
dnaK
MS53_0351
dnaK
MS53_0351
dnaK
MS53_0351
dnaK
MS53_0351
dnaK
MS53_0351
MS53_0603

Tpx
MS53_0368
Tpx
MS53_0368
Tpx
MS53_0368
trxB
MS53_0596

—

© ©0 © 0 o 0o 0o o o o O

a)

Proteinas com valores de Mw e/ou p/ experimentalmente determinados significativamente distintos dos preditos estdo
indicadas em negrito
Classes funcionais COG: (C) Producdo e conversdao de energia; (G) Transporte e metabolismo de carboidratos; (H)
Transporte e metabolismo de coenzima; (J) Traducdo, estrutura ribossomal e biogéneses; (O) Modificagcdes pos-
traducionais, furnover de proteinas e chaperonas.
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Tabela 5. Proteinas identificadas da fracio solivel em SDS de M. synoviae (pH 3-10,7 e 13 cm)

Banda  Proteina pl/Mr pl/Mr MASCOT Cobertura % Peptideos Gene COoG*
Tedrico Observado Score Encontrados  Locus

D1 Fator de elongacdo Tu 5,61/43319 6,25/38600 70 17 5 tufA J
MS53_0667

D2 Fator de elongacdo Tu 5,61/43319 5,94/38000 105 22 7 tufA J
MS53_0667

D3 Tiol peroxidase 5,93/18310 6,28/13028 67 25 6 Tpx (0]
MS53_0368

D4 Chaperona DnaK 5,18/65056 5,22/67422 53 11 4 dnaK (6]
MS53_0351

D5 Piruvato desidrogenase, 6,73/ 35831 7,34/39395 123 33 8 pdhB C
componente El, subunidade beta MS53_0273

D6 Proteina de divisao celular 4,38/59953 4,25/75000 150 21 10 ftsZ D
MS53_0340

D7 Proteina de divisao celular 4,38/59953 4,6/65942 67 12 5 ftsZ D
MS53_0340

D8 Fator de elongacio Tu 5,61/43317 6,29/50975 108 23 8 tufA J
MS53_0667

D9 Chaperona DnaK 5,18/65056 5,59/75000 55 14 7 dnaK (0]
MS53_0351

D10 Tiol peroxidase 5,93/18309 6,35/19583 66 21 6 Tpx (0]
MS53_0368

Proteinas com valores de Mw e/ou p/ experimentalmente determinados significativamente distintos dos preditos estdo
indicadas em negrito
a) Classes funcionais COG: (C) Producdo e conversdo de energia; (D) Controle do ciclo celular, divisdo celular e divisao
cromossomal; (J) Traducao, estrutura ribossomal e biogéneses; (O) Modifica¢des pds-traducionais, furnover de proteinas e
chaperonas;



Tabela 6. Proteinas identificadas da fracao solivel de M. synoviae (pH 3-10, 13 cm)
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Banda  Proteina pl/Mr pI/Mr MASCOT  Cobertura % Peptideos Gene COG*
Teorico Observado Score encontrados  Locus

El FOF1 ATP sintetase subunidade 5,76/50831 6,10/57687 117 43 17 atpD C
beta MS53_0405

E2 FOF1 ATP sintetase subunidade 5,37/50438 5,35/55032 104 30 9 atpD-3 C
beta MS53_0464

E3 FOF1 ATP sintetase subunidade 5,76/50831 6,76/51711 111 32 12 atpD C
beta MS53_0405

E4 Fosfotransacetilase 6,06/34978 6,48/40272 111 41 11 eutD C
MS53_0653

E5 Proteina de divisao celular 4,38/59956 3,67/73535 72 9 5 ftsZ D
MS53_0340

E6 Leucil aminopeptidase 5,83/52361 5,58/57687 76 18 6 pepA-1 E
MS53_0153

E7 Leucil aminopeptidase 5,83/52361 5,20/64029 96 26 8 pepA-1 E
MS53_0153

E8 Ribonucleotideo-difosfato 5,09/39272 5,02/41551 69 19 5 nrdF F
redutase subunidade beta MS53_0399

E9 Fosfopiruvato hidratase 6,59/49358 5,12/67005 124 29 11 eno G
MS53_0009

E10 Frutose-bifosfato aldolase 6,27/31276 7,02/31057 109 25 8 fba G
MS53_0354

Ell Fosfoglicerato mutase 5,91/56422 6,33/62885 54 14 7 pgm G
MS53_0656

E12 S-adenosil metionina sintetase 5,95/42492 6,39/45640 84 18 6 metK H
MS53_0610

E13 Fator de elongacao Tu 5,61/43317 9,27/27932 80 26 13 tufA J
MS53_0667

El4 Fator de elongacdo Tu 5,61/43319 5,59/46118 139 47 13 tufA J
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E15

El6

E17

E18

E19

E20
E21

E22

E23

E24

E25

E26

Fator de elongacdo Tu
Fator de elongacao Tu
Fator de elongacdo G
Fator de elongacdo EF-Ts
Proteina GreA

Proteina hipotética MS53_0491
Tiol peroxidase

Tiol peroxidase

Chaperona DnaK
Chaperona DnaK
Chaperona DnaK

Chaperona DnaK

5,61/43319
5,61/43319
5,29/77385
5,72/31919
4,97/17905

6,04/63855
5,93/18309

5,93/18309
5,18/65056
5,18/65056
5,18/65056

5,18/65056

5,95/48397
5,67/48968
5,43/75118
5,91/34564
4,77/18924

5,42/58174
6,2/19416

5,77/20278
5,04/74874
5,71/53391
5,43/35004

5,46/71549

57

88

97

94

61

52
81

159

98

56

62

94

24

16

19

28

28

15
34

56

22

10

13

15

13

12

MS53_0667
tufA
MS53_0667
tufA
MS53_0667
fusA
MS53_0047
tsf
MS53_0414
greA
MS53_0379
MS53_0491
tpx
MS53_0368
tpx
MS53_0368
dnaK
MS53_0351
dnaK
MS53_0351
dnaK
MS53_0351
dnaK
MS53_0351

4
© o ©o o o 03

a)

Proteinas com valores de Mw e/ou p/ experimentalmente determinados significativamente distintos dos preditos estdo
indicadas em negrito
Classes funcionais COG: (C) Produgdo e conversdo de energia; (D) Controle do ciclo celular, divisdo celular e divisdo
cromossomal; (E) Transporte e metabolismo de aminodcidos; (F) Transporte e metabolismo de nucleotideos; (G)
Transporte e metabolismo de carboidratos; (H) Transporte e metabolismo de coenzima; (J) Tradug@o, estrutura ribossomal
e biogéneses; (K) Transcricdo; (NO) Nao estd no COG; (O) Modificagdes pds-traducionais, turnover de proteinas e

chaperonas.
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Banda  Proteina pl/Mr pI/Mr MASCOT  Cobertura % Peptideos Gene COG*
Teorico Observado Score encontrados  Locus

F1 FOF1 ATP sintetase subunidade 5,76/50830 6,04/52261 138 32 11 atpD C
beta MS53_0405

F2 FOF1 ATP sintetase subunidade 5,37/50438 5,32/49617 61 13 5 atpD-3 C
beta MS53_0464

F3 FOF1 ATP sintetase subunidade 5,76/50830 5,81/52358 142 29 10 atpD C
beta MS53_0405

F4 FOF1 ATP sintetase subunidade 5,37/50438 5,22/49835 134 20 8 atpD-3 C
beta MS53_0464

F5 FOF1 ATP sintetase subunidade 5,75/52574 5,95/56363 83 16 6 atpD-2 C
beta MS53_0160

F6 ATP sintetase cadeia beta 5,75/52574 5,77/56572 93 24 10 atpD-2 C
MS53_0160

F7 Piruvato desidrogenase, 6,73/35831 7,12/36807 127 28 7 pdhB C
componente E1, subunidade beta MS53_0273

F8 Piruvato desidrogenase, 6,73/35831 6,56/36961 171 42 13 pdhB C
componente El, subunidade beta MS53_0273

F9 Piruvato desidrogenase, 6,20/42221 6,62/42262 142 41 14 pdhA C
componente E1, subunidade alfa MS53_0272

F10 Fosfotransacetilase 6,06/34978 6,39/38156 76 19 7 eutD C
MS53_0653

Fl11 Proteina de divisao celular 4,38/59953 4,19/56260 215 33 14 ftsZ D
MS53_0340

F12 Leucil aminopeptidase 5,83/52359 5,95/52454 123 30 11 pepA-1 E
MS53_0153

F13 Leucil aminopeptidase 5,83/52359 5,54/52454 144 32 12 pepA-1 E
MS53_0153

F14 Serina hidroxi metil transferase 9,26/47011 9,91/48645 62 13 4 glyA E




F15

F16

F17

F18

F19

F20

F21

F22

F23

F24

F25

F26

F27

F28

F29

Fosfopiruvato hidratase
Fosfoglicerato mutase
Fosfopiruvato hidratase
Fosfopiruvato hidratase
Gliceraldeido-3-P desidrogenase
Fosfoglicerato quinase
Gliceraldeido-3-P desidrogenase
Fator de elongacdo Tu

Fator de elongacdo Tu

Fator de elongacdo Tu

Fator de elongacdo Tu

Fator de elongacdo Tu
Lisil-RNAt sintetase

Fator de elongacdo Tu

Fator de elongacdo Tu

6,59/49357
5,91/56422
6,59/49357
6,59/49357
8,28/36746
5,26/37278
8,28/36748
5,61/43319
5,61/43319
5,61/43317
5,61/43317
5,61/43317
6,10/57399
5,61/43317

5,61/43317

6,53/50743
6,27/57412
6,7/51024

7,14/49945
8,99/38790
6,49/45192
9,7/39004

5,54/43201
6,13/45591
6,04/45541
5,61/45641
5,89/45192
6,4/58588

5,4/43391

5,33/46247

106

58

100

174

128

52

114

118

85

121

114

150

53

114

50

21

12

19

35

33

20

34

30

22

26

22

38

12

22

13

MS53_0305

eno
MS53_0009
pgm
MS53_0656
eno
MS53_0009
eno
MS53_0009
gap
MS53_0200
pgk
MS53_0114
gap
MS53_0200
tufA
MS53_0667
tufA
MS53_0667
tufA
MS53_0667
tufA
MS53_0667
tufA
MS53_0667
LysS
MS53_0611
tufA
MS53_0667
tufA
MS53_0667

Qa Q@ a aa o o @

—
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F30

F31

F32

F33

F34

F35
F36
F37

F38

F39

F40

Fator de elongacgio Tu 5,61/43317 6,31/42495 89 19 6 tufA J
MS53_0667

Proteina ribossomal L9 508 9,38/17358 9,72/13108 62 28 5 rpll J
MS53_0426

Proteina ribossomal L1 50S 9,62/25213 9,81/28203 56 18 5 plA J
MS53_0623

Prolil-RNAt sintetase 9,11/55642 9,88/57943 125 25 10 proS J
MS53_0492

Fator de elongacao Tu 5,61/43317 4,6/17045 51 11 3 tufA J
MS53_0667

Proteina hipotética MS53_0598 5,60/44451 5,78/47535 51 8 3 MS53_0598 NO

Putativo fator trigger 5,37/ 54529 5,25/60119 66 14 6 MS53_0603 ()

Fator Trigger 5,31/53899 5,07/60230 96 19 11 Tig (6]
MS53_0603

Tiol peroxidase 5,93/18309 6,18/16202 90 34 9 tpx ()
MS53_0368

NADH oxidase 6,44/50666 5,13/50277 187 33 12 nox R
MS53_0522

NADH oxidase 6,44/50666 6,86/54324 148 29 10 nox R
MS53_0522

Proteinas com valores de Mw e/ou pl experimentalmente determinados significativamente distintos dos preditos estdo

indicadas em negrito

a)

Classes funcionais COG: (C) Produgio e conversdo de energia; (D) Controle do ciclo celular, divisdo celular e divisdo
cromossomal; (E) Transporte e metabolismo de aminodcidos; (F) Transporte e metabolismo de nucleotideos; (G)
Transporte e metabolismo de carboidratos; (H) Transporte e metabolismo de coenzima; (J) Tradug@o, estrutura ribossomal
e biogéneses; (NO) Nao estd no COG; (O) Modificagcdes pds-traducionais, furnover de proteinas e chaperonas; (R)
Somente fun¢do geral predita.
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4.4 Perfil do proteoma de M. synoviae

As 160 bandas protéicas identificadas foram classificadas de
acordo com a sua classe funcional através do Clusters of Orthologous
Groups of proteins -COG (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/proteinclusters)
em 4 classes e 14 categorias. A distribuicio estd apresentada na Figura
19 e na tabela 8.

A maioria das proteinas identificadas pertence as classes de
Metabolismo (63) e Armazenamento e processamento da informacdo
(46), e as seguintes categorias: (C) Produgdo e conversdo de energia, (G)
Transporte e metabolismo de carboidratos, (J) Traducdo, estrutura
ribossomal e biogéneses, (O) Modificacdes pds-traducionais, turnover
de proteinas e chaperonas.

O estudo protedmico do M. genitallium mostrou um quadro
semelhante as encontrados no presente trabalho, pois descreve que a
maioria das proteinas identificadas pertence a categoria de traducao,
estrutura ribossomal e biogéneses (WASINGER et al.,, 2000). No
proteoma do M. hyopneumoniae a maior parte das proteinas
identificadas encontra-se na categoria das proteinas ndo classificadas,
seguida pela categoria de transporte e metabolismo de carboidratos
(PINTO et al., 2007). No proteoma do M. penetrans e do M.
gallisepticum foi observado que as principais categorias sdo das
proteinas ndo classificadas e de tradugfo, estrutura ribossomal e
biogénese (FERRER-NAVARRO et al., 2006; DEMINA et al., 2009).

No presente estudo ndo detectamos proteinas pertencentes as
seguintes categorias funcionais: mecanismos de defesa, mecanismos de
transducdo de sinais, parede celular/membrana/biogénese de envelope,
trafico intracelular, secre¢do e transporte vesicular, metabolismo e
transporte de fon inorganico, e biossintese, transporte e catabolismo de
metabdlitos secunddrio (tabela 8). Ferrer-Navarro e colaboradores
(2006), ndo encontraram protefnas pertencentes as categorias de
transdug@o de sinal, motilidade celular, trafico intracelular e transporte
de coenzima no proteoma do M. penetrans. Os autores colocam que a
expressdo de proteinas pertencentes a essas categorias é provavelmente
muito baixa ou dependente de uma condigdo fisioldgica especifica.

As proteinas de M. synoviae identificadas  sdo
predominantemente proteinas citoplasmadticas: das 42 proteinas
diferentes 37 sdo citoplasmadticas, tendo sido identificadas apenas 5
proteinas de membrana, envolvidas na producéo de energia.
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m Armazenamento e
processamento de
informacéo

m Processos celulares e
sinalizacdo
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Figura 19: Classificacio funcional das proteinas identificadas no proteoma
do M. synoviae. (A) Distribuicdo das proteinas identificadas dentro das quatro
grandes classes do COG. (B) Distribuic@o das proteinas identificadas dentro das
categorias funcionais preditas pelo COG: (C) Producéo e conversdo de energia;
(D) Controle do ciclo celular, divisdo celular e divisdo cromossomal; (E)
Transporte e metabolismo de aminodcidos; (F) Transporte e metabolismo de
nucleotideos; (G) Transporte e metabolismo de carboidratos; (H) Transporte e
metabolismo de coenzima; (I) Transporte e metabolismo de lipideos; (J)
Tradugdo, estrutura ribossomal e biogé€neses; (K) Transcricdo; (L) Replicagio,
recombinacio e reparo; (NO) Niao estd no COG; (O) Modificacdes pOs-
traducionais, tfurnover de proteinas e chaperonas; (R) Somente funcdo geral
predita; (S) Funcdo desconhecida.
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Tabela 8. Distribuicdo funcional das proteinas codificadas pelo
genoma de M. synoviae e das identificadas no mapa bidimensional

Categorias funcionais COGs NCBI  Proteinas
ID*

[J] Tradugdo, estrutura ribossomal e biogéneses 108 8
[K] Transcri¢do 19 1
[L] Replicacdo, recombinacio e reparo 57 2
[D] Controle do ciclo celular, divisdo celular e divisdo 4 1
cromossdmica

[V] Mecanismo de defesa 11 0
[T] Mecanismo de transdugdo de sinal 6 0
[M] Parede celular/membrana/biogénese de envelope 10 0
[U] Tréfico intracelular, secre¢do e transporte vesicular 10 0
[O] Modificacdes pds-traducionais, furnover protéico e 16 4
chaperonas

[C] Producgio e conversdo de energia 28 9
[G] Transporte e metabolismo de carboidratos 50 5
[E] Transporte e metabolismo de aminodcidos 33 3
[F] Transporte e metabolismo de nucleotideos 23 1
[H] Transporte e metabolismo de coenzima 10 2
[I] Transporte e metabolismo de lipideos 8 1
[P] Transporte e metabolismo de fon inorganico 24 0
[Q] Biossintese, transporte e catabolismo de metabdlitos 2 0
secundario

[R] Somente fungdo geral predita 55 2
[S] Fungdo desconhecida 31 1
NO - Nao esta no COG 189 2

ID*: Identificadas
4.4.1 Armazenamento e processamento de informacao

Neste grupo funcional foram identificadas onze proteinas,
dentre elas o fator de elongacdo Ts, o fator de elongacdo Tu, o fator de
elongacdo G, a lisil-RNAt sintetase, a prolil-RNAt sintetase, a proteina
ribossomal L9 508, a proteina ribossomal L1 50S, a proteina ribossomal
L3 50S, a proteina SSB, a DNA polimerase Ill(subunidade beta), e a
proteina GreA.

Neste grupo foram encontrados componentes fundamentais da
traducdo protéica. Encontramos fatores de elongacdo essenciais a
biossintese protéica em procariotos. O fator de elongacdo Tu, que inicia
a elongacdo, pois € responsdvel pela ligacdo dos aminoacil-RNAt ao
complexo do ribossomo e ao RNAm. O fator de elongacdo G,
responsdvel pela segunda etapa da elongagdo, transloca o RNAt e
RNAm nos sitios do ribossomo, e o fator de elongacdo Ts que recicla o
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fator de elongacdo Tu na forma ativa de ligacdo a aminoacil-RNAt
(NYBORG, 1998). Também encontramos duas aminoacil-RNAt-
sintetases, responsaveis na formagao dos aminoacil-RNAt e proteinas da
subunidade 50S do ribossomo.

Segundo Jayasekera e colaboradores (2005), a importancia dos
fatores de elongacgdo procariéticos na maquinaria da tradugfo e a falta de
homologia com os fatores eucaridticos, os tornam alvos potenciais a
inibidores bacterianos. Um desses fatores de elongacdo, o EF-Tu é uma
das proteinas imunogénicas de M. hyopneumoniae (PINTO et al., 2007).

Algumas proteinas essenciais a replicacdo foram identificadas,
como a proteina SSB e a DNA polimerase III (subunidade beta). Essa
dltima enzima tem papel central na replicacdo do DNA de micoplasmas
e muito semelhante a DNA pol III de eubactérias gram-positivas
(WASINGER et al., 2000). Também identificamos a proteina GreA que
¢ um fator de elongacdo da transcricdo. De acordo com Stepanova e
colaboradores (2007), os fatores Gre possuem grande importancia
bioldgica, visto que os genes gre sdo encontrados na maioria das
bactérias. O gene greA estd entre os 200 genes essenciais para a
viabilidade de M. pneumoniae (STEPANOVA et al., 2007)

4.4.2 Processos celulares e sinalizacio

Neste grupo funcional foram identificadas cinco proteinas,
sendo elas a proteina de divisdo celular FtsZ, a chaperona DnakK, a tiol
peroxidade, a tioredoxina redutase e o fator trigger.

A principal proteina envolvida na divisdo celular na maioria dos
procariotos foi identificada no presente proteoma, a proteina Ftsz. O
gene ftsZ é amplamente conservado e encontrado em uma variedade de
bactérias, inclusive em micoplasmas (SRINIVASAN et al., 2007).

Algumas das mais abundantes proteinas expressas no proteoma
do M. synoviae sdo chaperonas e proteinas de choque térmico, os
principais sistemas citoplasmaticos de chaperonas em procariotos sao
DnaK/DnaJ/GrpE e GroES/GroEL (MUSATOVOVA et al.,, 2006).
Durante a infec¢do os micoplasmas encontram diversas condicdes
ambientais e a resposta imune do hospedeiro. Diante disso, eles
precisam ter mecanismos de resposta a essas mudangas, para garantir a
sua sobrevivéncia (MADSEN et al., 2006). As proteinas do choque
térmico, como a DnaK, sdo essenciais ao crescimento e sobrevivéncia
em condi¢des adversas (WASINGER et al., 2000). O fator trigger esta
associado ao re-enovelamento de proteinas desnaturadas, € classificado
como uma chaperona, mas ndo é uma proteina do choque térmico. Em
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procariotos, o fator rrigger estd localizado na subunidade maior do
ribossomo e pode ligar-se a polipeptidios nascentes (DEUERLING, et
al., 2003).

Espécies reativas de oxigénio (ERO) sido produzidas pelo
sistema imune do hospedeiro para destruir bactérias patogénicas, por
conseguinte, muitas bactérias produzem enzimas como catalases,
superéxido dismutase e peroxidases, que sdo essenciais a defesa celular
contra essas moléculas. As bactérias respondem a presencga de espécies
reativas de oxigénio aumentando a expressdo dessas enzimas, assim,
aumentando o sucesso da infeccdo (WOOD et al., 2003; ATACK et al.,
2008).

A proteina tiol peroxidade (Tpx) € um tipo de peroxidase,
também conhecida como peroxirredoxina (Prx), que é uma proteina
antioxidante tiol peroxidase especifica (WOOD et al., 2003). Essa
proteina apareceu em multiplas bandas no gel bidimensional, o que
demonstra alto nivel de expressdo e modifica¢des pds-traducionais. Os
micoplasmas também produzem espécies reativas de oxigénio com o
objetivo de provocar lesdes na célula hospedeira. Desta maneira, essas
proteinas podem desempenhar um papel importante na patogé€nese
desses organismos. Todavia, para se proteger das préprias EROs, os
micoplasmas utilizam o sistema de desintoxicagio NADP/tioredoxina,
a fim de manter suas proteinas reduzidas (BEN-MENACHEM et al.,
1997)

4.4.3 Metabolismo

Foram identificadas vinte e uma proteinas neste grupo
funcional, sendo dezesseis proteinas citoplasmdticas: diidrolipoamida
desidogenase, acetato quinase, piruvato desidrogenase (alfa e beta),
fosfotransacetilase, frutose-bifosfato aldolase, fosfoglicerato quinase,
fosfopiruvato hidratase, fosfoglicerato mutase, gliceraldeido-3-P
desidrogenase, leucil aminopeptidase, serina-hidroximetil-transferase,
ribonucleotideo-difosfato redutase (subunidade beta), proteina hipotética
conservada MS53_0334, S-adenosilmetionina sintetase, e
fosfodiesterase carregadora de grupo acil.

Devido a seu genoma pequeno, os micoplasmas ndo possuem
muitos dos passos enzimdticos caracteristicos na maioria das bactérias,
como as etapas da sintese da parede celular, a sintese de novo de
purinas, um ciclo do &cido tricarboxilico funcional e um sistema de
transporte de elétrons mediado por citocromos, desta forma sdo
organismos extremamente fastidiosos (DYBVIG e VOELKER, 1996).
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Os micoplasmas possuem um mecanismo de conservacdo de
ATP para contrapor a falta do ciclo do 4cido citrico, incluindo uma
etapa conhecida como piruvato “roundhouse”. Essa etapa é uma
alternativa para formacfio de oxaloacetato sem gasto de ATP, e a
piruvato desidrogenase catalisa a primeira etapa do “roundhouse”, que é
a conversdo de piruvato a acetato (MATIC et al., 2003). Encontramos
duas proteinas fundamentais ao metabolismo do acetato, a acetato
quinase e a fosfotransacetilase, sendo que ambas sdo encontradas em
todos os organismos anaerdbicos (XU et al., 2005).

Cinco enzimas da via glicolitica foram identificadas, a frutose-
bifosfato aldolase, a gliceraldeido-3-P desidrogenase, a fosfoglicerato
quinase, a fosfoglicetato mutase e a fosfopiruvato hidratase também
conhecida como enolase. Recentemente, tem sido proposto que quando
exposta na superficie da célula, a enolase tem a capacidade de aumentar
a viruléncia de alguns patégenos através da ligacdo ao plasminogénio.
No M. pneumoniae (CHUMCHUA et al., 2008) e no M. fermentans, foi
comprovado que a enolase, embora ndo seja considerada uma proteinas
cldssica de membrana, estd presente na superficie celular e interage com
o plasminogénio (YAVLOVICH et al., 2007).

A enzima leucil aminopeptidase € uma exopeptidase que
catalisa a hidrdlise de residuos de leucina do extremo amino terminal de
proteinas ou peptideos. Ela desempenha vérias fungdes bioldgicas em
diversos organismos, como degradacdo de peptideos ativos ou interacio
com peptideos dependentes de sinalizacdo e com o DNA. As
aminopeptidases estdo despertando grande interesse visto que estdo
envolvidas em doencas como o cancer e na patogenicidade de alguns
organismos, como o Plasmodium falciparum (HUANG et al., 2009; JIA
et al., 2009). A segunda proteina do metabolismo de aminodcidos
identificada, a serina-hidroximetil-transferase, também vem sendo
associada como um possivel alvo antitumoral, antibacteriano e
antimaldrico, devido a sua fungdo no ciclo desoxitimidilato
(MAENPUEN et al., 2009).

Identificamos uma proteina envolvida no metabolismo de
nucleotideos, a  ribonucleotideo-difosfato redutase (NrdF).
Ultimamente, a enzima NrdF vem sendo estudada como um potente
antigeno protetor contra o M. hyopneumoniae (CHEN et al., 2006).

A S-adenosil metionina (SAM) é um cofator enzimatico
envolvido na transferéncia de metila ao DNA, RNA, proteinas e
pequenas moléculas. A biossintese do SAM envolve a condensacio de
ATP e L-metionina catalisada pela S-adenosilmetionina sintetase
(também conhecida como metionina-adenosil transferase), a qual foi
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identifica no proteoma do M. synoviae. Alteracdes na abundancia dessa
enzima provocam desordens celulares, portanto, a S-adenosilmetionina
sintetase torna-se um alvo terapéutico no desenvolvimento de inibidores.
Recentemente, foi proposto como possivel alvo antiparasitirio
(TAYLOR et al., 2009).

A fosfodiesterase carregadora de grupo acil (ACP) € uma
proteina envolvida no metabolismo de lipideos, ela converte a holo
proteina (ACP) em apoACP, forma inativa, pela hidrdlise do
fosfodiéster ligado entre a ACP e o grupo prostético 4’- fosfopantoteina.
A maioria das fosfodiesterases estudadas tem pequenas moléculas como
substrato. A fosfodiesterase carregadora de grupo acil € a tinica enzima
que cliva a ligacdo protéica fosfodiester (THOMAS et al., 2007).
Recentemente, a fosfodiesterase carregadora de grupo acil foi
identificada como uma proteina antigénica na pleuropneumonia
contagiosa bovina causada pelo M. mycoides, sendo considerada uma
proteina candidata para métodos de diagndstico (NASEEM et al., 2009).

4.4.4 Proteinas pouco caracterizadas

Os avangos na andlise gendmica permitiram a conclusdo da
anotagdo do genoma de muitos organismos. Contudo, a maioria das
ORFs identificadas sdo catalogadas como proteinas hipotéticas
conservadas ou proteinas hipotéticas (ROBERTS, 2006). Segundo
Regula e colaboradores (2000), dezenas de genomas bacterianos tém
sido sequenciados e publicados, porém, somente entre 50 e 70% das
ORFs podem ser classificadas em alguma classe funcional. Por
exemplo, no genoma do M. pneumoniae, mesmo sendo um genoma
pequeno, somente 67% das suas ORFs sdo atribuidas a protefnas com
funcio conhecida.

De acordo com o genoma do M. synoviae, aproximadamente
33% das CDSs sao consideradas protefnas hipotéticas conservadas ou
proteinas hipotéticas (VASCONCELOS et al., 2005). Por outro lado, a
classificacdo protéica de acordo com o COG determina que 39,6% das
proteinas sdo pouco caracterizadas. Neste estudo encontramos um total
de quatro proteinas hipotéticas, uma proteina hipotética conservada e
umaa NADH oxidase cujo a classificacdo funcional foi baseada em
predicazo tedricas.

Com o objetivo de esclarecer a possivel identidade das
proteinas hipotéticas identificadas por MALDI-TOF, as sequéncias
protéicas foram confrontadas com banco de dados. Para isso,
realizaram-se buscas utilizando a ferramenta BLAST (Basic Local
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Alignment Search Tool) no NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) contra
bancos de dados de sequéncias de proteinas ndao redundantes.

Na proteina hipotética MS53_0538 (gi/71894549) foi
encontrado o dominio PEBP (PhosphatidylEthanolamine-Binding
Protein) que pertence a uma familia de proteinas de ligacdo a
fosfolipidios altamente conservada em uma variedade de organismos. A
comparagdo da sequéncia protéica encontrou 47% de identidade com a
proteina de ligacdo a fosfolipideos do M. gallisepticum R.

Na proteina hipotética MS53_0115 (gi/71894239) foi
encontrado o dominio pertencente a familia LemA. Essas proteinas
contém uma regido amino terminal predita como transmembranar com
terminagdo extracelular. A comparacdo da sequéncia da proteina
encontrou 53% de identidade com a proteina hipotética MHJ_0326 do
M. hyopneumoniae J e a proteina hipotética MHP347 do M.
hyopneumoniae 232.

Encontramos o dominio DUF2130 na proteina hipotética
MS53_0491 (gi/71894503). Esse dominio é encontrado em vdrias
proteinas hipotéticas de procariotos, mas sua funcdo ainda ¢é
desconhecida. A comparacdo da sequéncia da proteina MS53_0491
como o banco de dados encontrou 34% de identidade com uma proteina
hipotética de M. penetrans HF-2, a MYPE680.

A quarta protefna hipotética encontrada, a proteina hipotética
MS53_0598, ndo contém dominio conservado conhecido. A proteina
com maior proximidade na sequéncia foi a TCP1 de Saccharomyces
cerevisiae, com 29% de identidade. A proteina chaperonina contendo
TCP1 mantém o equilibrio do enovelamento de proteinas no citosol de
eucariotos por auxiliar na biogénese de muitas proteinas, tais como,
actinas, tubulinas e proteinas reguladoras do ciclo celular (STIRLING et
al., 2007). Segundo Plath e Rapoport (2000), uma proteina homdloga a
TCP1 em procariotos € a chaperonina GroEL. Em E. coli a GroEL
compartilha aproximadamente 18% de identidade com a TCP1 (URSIC
et al., 1994).

O estudo protedmico do M. penetrans revelou a presenca de 27
proteinas consideradas hipotéticas, j4 no proteoma do M. genitalium
foram encontradas 17 proteinas hipotéticas (FERRER-NAVARO et al.,
2006; WASINGER et al., 2000). Portanto, a confirmacio da expressio
de proteinas hipotéticas em mapas protedmicos confere validade a
predicdo de suas sequéncias anotadas no genoma e sugere que essas
proteinas sdo funcionais e essenciais a célula.
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4.5 Proteinas Imunogénicas

No intuito de identificar proteinas antigénicas do M. synoviae
foi realizada uma andlise por immunoblot das proteinas resolvidas nos
géis bidimensionais utilizando o soro de frango imunizado. Portanto,
assim poderiamos diferenciar das proteinas isoladas quais estariam
provavelmente envolvidas na patogenicidade, e quais seriam possiveis
candidatas ao aperfeicoamento de diagndsticos e a fabricacdo de
possiveis vacinas.

Na etapa de padronizagcdo do immunoblot optou-se por utilizar
as concentragdes de 1:1000 para os soros (o soro de frango imunizado
com M. synoviae e o soro de frando ndo imunizado/SPF) e 1:15000 para
o anticorpo secunddrio em fun¢fo dos melhores resultados obtidos nos
experimentos preliminares.

Desta forma, realizamos a separag@o protéica do extrato celular
total de M. synoviae solivel em CHAPS em géis bidimensionais de 7
cm com uma faixa de pH de 3-10. O mapa protéico revelou
aproximadamente 150 bandas de protefnas coradas com azul de
Coomassie G-250. O mapa protéico foi repetido em dois experimentos
independentes mostrando alta reprodutibilidade (Figura 20).

O total de proteinas soliveis do M. synoviae resolvidas por
eletroforese bidimensional foi transferido para membranas de PVDF e
analisadas por immunoblot. O imunoproteoma foi realizado com soro de
animais fortemente imunizados e com soro de animais ndo imunizados
(SPF). Em ambos casos, o immunoblot apresentou reagdo imunogénica
com diversas proteinas do mapa protedmico. As bandas de proteinas
reconhecidas na reag@o estdo distribuidos por todo o mapa protedmico:
sdo proteinas de alta e baixa massa molecular, bem como com uma
ampla faixa de p/ (Figura 21).

Através da andlise comparativa dos dois imunoproteomas foi
possivel detectar aproximadamente 26 bandas de proteinas reconhecidas
somente pelo soro de animais imunizados. A maioria das proteinas se
concentra na regido de massa molecular menor que 45 kDa e pl entre 6-
8.
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Figura 20. Mapa bidimensional da fracio protéica solivel em CHAPS de
M. synoviae. (A e B sdo géis em duplicatas) O extrato total protéico solivel em
CHAPS (70 pg) foi separado em strip de 7 cm (pH 3-10) seguido por SDS-
PAGE em gel 12% e corado com CBB G-250. As bandas assinaladas de A e B
correspondem as proteinas identificadas.
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Figura 21. Identificacio das proteinas imunogénicas da fracdo protéica
soliivel em CHAPS de M. synoviae. As proteinas resolvidas por 2DE foram
transferidas 28 membrana de PVDF, e analisada por immunoblot com (A) soro de
frango imunizado com M. synoviae e (B) com soro de frangos ndo imunizado.
As bandas assinaladas de A e B correspondem as proteinas identificadas.
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Baseado no resultado do immunoblot, as bandas que reagiram
somente no soro de animais imunizados foram retirados do gel
bidimensional e analisados por espectrometria de MALDI-TOF. As 26
bandas identificadas como proteinas imunogénicas exclusivas do soro
de animais imunizados foram analisados em duplicata, o que
corresponde a 52 bandas. No entanto, somente duas bandas das 26
foram identificadas com confiabilidade de p<0,05. Das demais bandas
analisadas, 28 foram identificadas com score abaixo de p<0,05 e das 22
restantes nao obtivemos espectros.

As proteinas identificadas como imunogénicas sdo a frutose-
bifosfato aldolase e a proteina hipotética MS_0025 (tabela 9). A frutose-
bifosfato aldolase foi identificada no proteoma inicial do M. synoviae,
item 4.4.3 Metabolismo. Entretanto, a proteina hipotética MS_0025
somente foi identificada no gel realizado nos experimentos do
immunoblot. Essa proteina pertence a categoria funcional Funcdo Geral
Predita segundo o COG (http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

Tabela 9: Proteinas do M. synoviae que reagiram em immunoblot de
soro de animais infectados identificadas por MS.

Banda  Proteina pl/Mr pl/Mr MASCOT
Teorico Observado Score
A Frutose bifosfato 6,27/31275 6,79/35311 56
aldolase
B Proteina hipotética 7,64/39702 8,34/50092 60
MS_0025

Através da andlise por BLAST (no site NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) da proteina hipotética MS_0025
(gi/71894050) contra bancos de dados de sequéncias de proteinas nio
redundantes foi identificado que ela possui um dominio fosfodiesterase
(PTE), que catalisa a hidrélise de compostos organofosforados. A
comparacdo da sequéncia protéica encontrou 80% de identidade com a
proteina hipotética MAG_6390 de M. agalactiae PG2, um patégeno de
ruminantes, que também possui um dominio fosfodiesterase.

Para determinar se a proteina hipotética MS_0025 é uma
proteina imunogénica especifica entre micoplasmas de aves foi realizada
uma pesquisa utilizando a ferramenta BLAST e as sequéncias
gendmicas do M. gallisepticum, do M. iowae e M. meleagridis.
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A proteina hipotética MS_0025 apresentou 41% de identidade
com a proteina ATPase do M. gallisepticum. No genoma do M.
meleagridis, a proteina hipotética MS_0025 apresentou 33% de
identidade com a proteina RNA polimerase subunidade beta. No M.
iowae, essa proteina apresentou 42% de identidade com a proteina
espécie 1. Esses resultados indicam que a proteina hipotética MS_0025
ndo pode ser considerada uma proteina imunogénica espécie-especifica.

Recentemente, Jores e colaboradores (2009) realizaram o
imunoproteoma do M. mycoides (MmmSC) e encontraram 37 proteinas
imunogénicas. O grupo realizou a andlise in silico das proteinas para
investigar proteinas espécie-especificas, comparando com o genoma de
outras trés espécies de micoplasmas de ruminantes e concluiram que a
maioria delas tem homologia com proteinas de espécies relacionadas ao
M. mycoides.

A comparacdo in silico da proteina frutose-bifosfato aldolase
contra todas as sequéncias disponiveis no NCBI, bem como contra as
sequéncias do M. gallisepticum, do M. iowae e M. meleagridis revelou
que esta proteina € altamente conservada.

Ainda segundo Jores e colaboradores (2009), obviamente o
ideal seria incluir proteinas imunogénicas espécie-especificas no
desenvolvimento de novos diagnésticos, para garantir o miximo de
especificidade. No entanto, antigenos que sio encontrados em cluster de
espécies relacionadas podem fornecer métodos de diagndstico
confidveis a outras doengas causadas por patdgenos intimamente
relacionados. No caso do M. synoviae, a reatividade cruzada com soro
de aves infectadas com outros patdgenos seria muito ttil, pois tem sido
relatado o sinergismo do M. synoviae com outros importantes patégenos
de aves (NARAT et al., 1998). Por exemplo, o sinergismo entre
Escherichia coli, M. gallisepticum e M. meleagridis (STIPKOVITS e
KEMPF, 1996).

Bercic e colaboradores (2008) recentemente identificaram, por
immunoblot e sequenciamento do N-terminal, 17 proteinas do M.
synoviae, das quais seis foram consideradas imunogénicas: denominadas
P70, P72, P82, P90, P110 e P160. As demais proteinas identificadas
pelo grupo estdo envolvidas no metabolismo e processos celulares.

A andlise de proteinas imunogénicas de outras espécies de
Mycoplasma através da combinagdo da eletroforese bidimensional e
immunoblot revelaram diversas proteinas com potencial biotecnolégico.
O imunoproteoma do M. hyopneumoniae identificou cinco proteinas
antigénicas, HSP70, EF-Tu, PDHB, p76 e p46 (PINTO et al., 2007). O
proteoma do M. mycoide identificou 37 proteinas antigénicas, sendo que
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uma delas a proteina frutose-bifosfato aldolase, que também foi
identificada neste trabalho (JORES et al., 2009).

As proteinas identificadas como imunogénicas nesse trabalho,
bem como a maioria do estudo do M. hyopneumoniae e do M. mycoide,
sdo proteinas citoplasmadticas. Segundo Pinto e colaboradores (2007), a
inducdo da resposta imune contra essas proteinas somente poderia
ocorrer apds a sua liberacdo durante a infecc¢do, devido a morte do
patégeno. Contudo, a localizacdo dessas proteinas na superficie celular
ndo poderia ser descartada. Recentemente, foi descrito que a enolase do
M. fermentans, uma proteina chave da glicdlise, também se encontra
localizada na superficie celular e estd envolvida na ligacdo do
plasminogénio a célula do Mycoplasma (YAVLOVICH et al., 2007).

De acordo com Bercic e colaboradores (2007), os anticorpos
contra a enolase bacteriana podem reagir com a enolase do hospedeiro,
devido a alta homologia entre as proteinas, assim seria possivel que a
resposta imune contra a enolase do M. synoviae desencadeie um
processo autoimune no hospedeiro.

Outras protefnas comumente encontradas no citoplasma
também foram identificadas na superficie celular do M. pneumoniae,
sendo elas o fator de elongacdo Tu e a piruvato desidrogenase
subunidade beta. Além de desempenharem suas fun¢des em processos
biossintéticos e metabdlicos, podem ser translocadas a superficie e
auxiliar na aderéncia do patégeno (DALLO et al., 2002). Segundo Dallo
e colaboradores (2002), o fator de elongacao Tu foi descrito em diversos
estudos bacterianos como uma proteina antigénica e com localizagdo na
superficie celular.

A hemaglutinina VIhA € uma abundante lipoproteina na
superficie do M. synoviae e um antigeno imunodominante. A clivagem
pos-traducional da VIhA gera duas lipoproteinas a MSPA e a MSPB
altamente imunogénicas (LAVRIC et al., 2007). Em nossa andlise do
proteoma do M. synoviae por immunoblot ndo identificamos nenhuma
lipoproteina com p<0,05. Esse dado confirma os resultados encontrados
no imunoproteoma do M. mycoides. De acordo com Jores e
colaboradores (2009), a auséncia de identificacdo de lipoproteina em seu
estudo seria deve-se ao fato de que s@o proteinas pequenas e nio
possuirem ancora na membrana, assim elas podem ser perdidas durante
a preparagdo da amostra.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

No presente trabalho realizou-se a primeira andlise protedmica
do M. synoviae, através da associagdo das técnicas de eletroforese
bidimensional e espectrometria de massa. Entre os métodos de extragdo
testados para a separacdo protéica, o método de extragdo com o
detergente CHAPS produziu os melhores resultados, com melhor
resolucdo e reprodutibilidade. Como ji era esperado, os géis
bidimensionais maiores apresentaram melhor resolu¢do e separagdo
protéica. Por meio dos géis de 7 cm com faixa de pH 3-10 foi possivel
resolver entre 100 a 150 bandas por gel e em géis de 13 cm com faixa de
pH 3-10 foi possivel resolver entre 250 a 300 bandas, corados com azul
de Coomassie G-250. A separagdo protéica pelos géis bidimensionais
demonstrou que ocorre um predominio de proteinas com pl entre 4-7 e
com massa molecular entre 18 a 80 kDa.

A técnica de 2DE-MS foi adequada para identificacdo de um
pequeno grupo de proteinas, tornando-se necessario aprimorar o método
para obter um mapa protéico mais representativo. A associa¢do das duas
técnicas permitiu a identificacdo de 160 bandas, correspondendo a 42
proteinas diferentes. As proteinas mais proeminentes foram a DnakK, o
fator de elongacdo Tu e a tiol peroxidase, as quais apresentaram vdrias
bandas com diferencas no p/ e/ou Mw, indicando a presenca de
modificacdes poOs-traducionais. Algumas proteinas hipotéticas tiveram
sua existéncia confirmada nesse estudo. A maioria das proteinas
identificadas pertence as classes funcionais de metabolismo e estocagem
e processamento da informacao.

A combinacdo da técnica de eletroforese bidimensional, de
immunoblot e de espectrometria de massa possibilitou a identificagdo de
duas proteinas imunogénicas, a frutose-bifosfato aldolase e a proteina
hipotética MS_0025.

Por fim, espera-se que o mapa protedmico preliminar
proveniente deste estudo torne-se importante instrumento para futuros
estudos da biologia do M. synoviae, da interacio hospedeiro-patégeno e
desenvolvimento de novas técnicas de diagndstico, bem como de formas
preventivas das patologias provocadas por este organismo.
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6. PERSPECTIVAS

As perspectivas do presente trabalho envolvem a continuidade
das andlises do imunoproteoma, através de novos métodos de deteccdo
protéica, como a marcagdo fluorescente, bem como aperfeicoar a
metodologia de identificacdo protéica através da espectrometria de
massa por MALDI-TOF ou da combinagdo do LC-MS/MS.

Com o mapa protedmico do M. synoviae disponivel serd
possivel, com o uso de marcadores fluorescente, realizar a andlise do
fosfoproteoma e glicoproteoma do M. synoviae, tendo em vista que
muitas proteinas encontradas neste estudo como em outros proteomas
apresentam grande variagdes no pl e/ou Mw, que podem ser decorrentes
de modificacdes pés-traducionais.

Através dos resultados obtidos com a andlise do
imunoproteoma, serd possivel realizar estudos funcionais de proteinas
importantes na patogenicidade, bem como realizar buscas por moléculas
com potencial inibidor de proteinas do M. synoviae.
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