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Apresentacao

A biotecnologia pode ser definida como uma ciéncia que utiliza sistemas
biologicos e/ou organismos vivos em aplicacoes tecnoldgicas visando desenvolver
ou modificar produtos ou processos, sendo que suas aplicacoes mais importantes
estao relacionadas com a area agraria e ambiental, saude e ciéncia dos alimentos.

A Coletanea “Biotecnologia: Aplicacao tecnoldgica nas ciéncias agrarias e
ambientais, ciéncia dos alimentos e salide” é um livro que aborda o conhecimento
cientifico através de 16 artigos divididos em trés grandes areas: Agrarias e
Ambientais, Ciéncia dos Alimentos e Saude.

A area “Agrarias e Ambientais”, € apresentada através de seis artigos que
tratam sobre temas de imensa importancia como avaliagcao da qualidade da agua,
germinacao de plantas, fitotoxicidade de antibiéticos, produgao de biomassa e
prospeccao de genes.

A area de “Ciéncia dos Alimentos”, € composta por cinco artigos que abordam
temas referentes a aplicacao de bactérias na producao de alimentos, estabilidade
de compostos antimicrobianos, producdo de corantes naturais, producado de
hidrolisados proteicos e producao de lacases.

A area de “Saude”, aborda diante da publicacao de cinco artigos, temas
relevantes sobre método de determinacao da int-cfDNA, eficacia de vacina para a
linfadenite caseosa, estudo piloto de biomarcadores em carcinomas, efeito de dietas
suplementadas com microalgas, genes alvo para o controle in vitro das condicoes de
estresse térmico e oxidativo em condicdes de estresse in vitro.

Através desta obra pretende-se oferecer um instrumento tedrico e
metodoldgico para auxiliar nos estudos e ampliar o conhecimento sobre a
biotecnologia aplicada nas areas descritas. Por fim, desejamosa todos
uma excelente leitura e 6timas descobertas!

Vanessa Bordin Viera
Natiéli Piovesan
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RESUMO: Mycoplasma hyopneumoniae, agente etioldégico da pneumonia enzodtica
suina, possui genoma reduzido, com poucos mecanismos de regulacao conhecidos.
Apesar da escassez de ferramentas moleculares para estudos in vitro, trabalhos
anteriores demonstraram que M. hyopneumoniae é capaz de responder a nivel
transcricional a condicoes de estresse. Objetivando o melhor entendimento dos
mecanismos que regulam sua expressao, este trabalho visa identificar genes alvo
para o controle in vitro das condicoes de estresse térmico e oxidativo, confirmando
a expressao diferencial de genes preditos como envolvidos nestas condicoes.
Portanto, foram selecionados nove genes considerados diferencialmente expressos
em analises anteriores, sendo cinco genes regulados na condicao de estresse
térmico (glpK, glpF, dnakK, dnal e oppC), e quatro na condicao de estresse oxidativo
(atpB, glyS, mglA, ftsY). Foram realizados cultivos de M. hyopneumoniae em
condicoes de cultivo controle, de estresse térmico e de estresse oxidativo. O RNA
total de cada cultivo foi extraido e empregado na sintese de cDNA, através de reacdes
de transcricao reversa (RT). Os cDNAs foram empregados como molde na reacao de
PCR quantitativo (qPCR). Todos os genes alvo foram testados nas trés condicoes de
cultivo analisadas. Foi possivel demonstrar expressao diferencial em cinco genes na
condicao de estresse térmico, e em trés genes na condicao de estresse oxidativo.
Estes resultados sugerem a ocorréncia da inducao da expressao génica diferencial
em M. hyopneumoniae frente as condicoes de estresse testadas in vitro.
PALAVRAS-CHAVE: regulacao génica; RT-qPCR; estresse térmico; estresse oxidativo;
cultivo celular.

1. INTRODUCAO

Mycoplasma € um género de bactérias da classe Mollicutes, que compreende
um grupo de mais de 200 espécies, cuja principal caracteristica € a auséncia de
parede celular. Sao considerados 0s menores e mais simples organismos
autorreplicativos ja identificados, possuindo genomas pequenos € alto contetdo A+T
(SIMIONATTO et al., 2013). Morfologicamente, sao relacionadas a bactérias Gram-
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negativas, por apresentarem apenas uma membrana trilaminar simples. Entretanto,
filogeneticamente, sao relacionadas a bactérias Gram-positivas, compartilhando um
ancestral comum com os géneros Streptococcus, Lactobacillus, Bacillus e
Clostridium (WOLF et al., 2004). A evolucao da classe Mollicutes teria ocorrido por
degeneracao ou reducao do genoma de bactérias Gram-positivas com alto contetdo
A+T, seguida de perda de sequéncias genémicas (WOESE, 1987). Concomitante a
isso, 0 modo de vida parasitario destas bactérias permitiu a compactacao de seu
genoma (RAZIN, 1999).

Muitos micoplasmas fazem parte da microbiota normal do hospedeiro, sendo
alguns patogénicos. Comumente, micoplasmas patogénicos nao causam doencgas
graves, mas sim infeccoes de curso crénico que podem ser agravadas através de
infeccoes oportunistas por outros patégenos.

A espécie M. hyopneumoniae esta associada a suinos, sendo conhecida por
ser o agente etiolégico da pneumonia enzodética suina. Esta doenca afeta o trato
respiratorio destes animais, sendo caracterizada por altas taxas de morbidade e
baixas taxas de mortalidade, gerando significativas perdas econdmicas na area da
suinocultura, devido ao aumento do uso de medicacdoes e diminuicao do
desempenho animal. Infeccoes por M. hyopneumoniae sao altamente prevalentes
em suinos em grande parte das areas de producao em todo mundo, estando
presente em 38-100 % dos animais (MAES et al., 2008; SIMIONATTO et al., 2013).

Até o momento, seis linhagens de M. hyopneumoniae tiveram seus genomas
completamente sequenciados: as patogénicas, 7448, 232, 7422, 168 e 168-L, e
a nao-patogénica, J (MINION et al., 2004; VASCONCELOS et al., 2005; SIQUEIRA et
al.,, 2013; LIU et al., 2011; LIU et al., 2013). A linhagem de M. hyopneumoniae 7448
foi utilizada em diversos trabalhos por nosso grupo, com o objetivo de melhor
caracterizar seu genoma, organizacao génica e elementos reguladores.

Os mecanismos de regulacao génica em M. hyopneumoniae ainda sao pouco
conhecidos e, por se tratar de um micro-organismo com genoma reduzido, esta
bactéria possui poucos genes que sabidamente estdao envolvidos na regulacao
génica. Entretanto, diversos estudos realizados pelo nosso grupo apontam a
presenca de possiveis elementos reguladores no seu genoma, tais como promotores
(WEBER et al., 2012), terminadores (FRITSCH et al., 2015), small RNAs (sRNAs)
(SIQUEIRA et al., 2016) e sequéncias repetitivas (CATTANI et al., 2016). Estes
elementos, frente a situagoes de estresse, podem atuar na regulacao da expressao
génica desta bactéria, com o objetivo de manter a viabilidade celular. Portanto, mais
estudos nesta area sao necessarios para melhor compreender o perfil transcricional
dos genes de M. hyopneumoniae frente a condicoes de estresse. Para isso, 0s
protocolos de inducao de condicoes de estresse in vitro devem estar bem
estabelecidos, para melhor mimetizarem o que ocorre na célula in vivo.

Analises transcritdmicas ja realizadas em M. hyopneumoniae determinaram
0s niveis de transcricao de alguns genes deste micro-organismo, possibilitando
melhor compreender a estrutura do genoma e 0os mecanismos de infeccao do
mesmo. Em analise do transcritoma total de M. hyopneumoniae em condicoes de
cultivo controle, observou-se que a maioria dos genes que compoem o genoma desta

207



bactéria (92%) sao constitutivamente expressos (SIQUEIRA et al., 2014). Também ja
foram realizadas analises de microarranjo em M. hyopneumoniae em condicoes de
cultivo atipicas (MADSEN et al., 2006A; MADSEN et al., 2006B; SCHAFER et al.,
2007; ONEAL et al., 2008; MADSEN et al., 2008), permitindo a determinacao do
perfil de transcricao dos genes deste organismo em condicoes de estresse para a
célula.

O presente trabalho tem como objetivo a identificacao de genes alvo para o
controle in vitro das condicoes de estresse térmico e oxidativo, através da
confirmacao da expressao diferencial de genes preditos como envolvidos nestas
condicoes em M. hyopneumoniae 7448, através de analises de RT-qPCR.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1. Projecao dos primers

Para confirmar a inducao de estresse nos cultivos realizados foram
selecionados genes alvo para o controle in vitro das condicdes de estresse térmico e
oxidativo, baseado na literatura existente. Foram projetados primers para nove
genes, apontados como diferencialmente expressos em analises de microarranjo
(MADSEN et al., 2006B; SCHAFER et al., 2007), sendo eles: cinco genes regulados
positivamente na condicao de estresse térmico (glpK, glpF, dnak, dnal e oppC), e
quatro genes regulados positiva (atpB, glyS e mglA) ou negativamente (ftsY) na
condicao de estresse oxidativo (Tabela 1). Os alvos foram testados nas trés
condigoes de cultivo analisadas neste trabalho.

Estes genes estdao envolvidos em: transporte celular (atpB, mglA e oppC),
sintese de tRNAs (glyS), divisao celular (ftsY), atuam como proteinas de choque
térmico (dnakK e dnal), e participam de rotas metabdlicas (glpK e glpF).
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Tabela 1. Caracteristicas dos primers empregados.

Fragmento Eficiéncia

Regulacao* Gene Primer Sequéncia (5'-3") Tm (°C) (ob) o
T aw L CRoTOOOE
B0 b5 GRR COCCAACATIAMMCOATCAAGE a7 ' 1S
PEO M jair acocoatcAGCoATICCGATAAC s 1P 14T
VB0 MY 4ve camcamcoerrcaceaacie  sg 190 19
Tor s SKECHROCGOOOICC 0T W e

F TCGAGGTT Al AA 62.
Ter  aw jER (T}GigGggGACC(;iAiCT”?CCGGgg 59; 17 1953
T e mCECONTOCMGCHIITT 8
Per ek Gk cacanmaamcacrcaracoaca ss 1 188
Tor WG CHTCOOWCRONT 0w
perd pcrtAF  GCATGATTTTCCCGATCTCCAG 56.0 184 1.872

o pcrtAR CTTCAGCTCCCCTITCATTGGC 58.5
MHPIA8I93 310 GAMAACGGAMMACACCTTG 513 196 1918

* Resposta a nivel transcricional do gene a condigdo de estresse oxidativo (EO) (SCHAFER et al., 2007) ou térmico
(CT) (MADSEN et al., 2006B) quando comparado ao cultivo controle, de acordo com analises de microarranjo. As
setas indicam regulagio positiva (M) ou negativa ().

** A eficiéncia dos primers foi calculada pelo software LinRegPCR com base nos resultados de gPCR.

*** Os primers do gene pcrA foram utilizados nas reacdes de PCR para confirmacdo do tratamento com DNase e da
sintese de cDNA. Os primers do gene MHP7448 333 foram utilizados na qPCR, como gene normalizador.

Para garantir que a eficiéncia dos primers construidos nao foi um fator que
influenciou os resultados de expressao relativa dos genes analisados, a mesma foi
verificada através do software LinRegPCR. Os valores de eficiéncia dos primers estao
descritos na Tabela 1.

2.2. Linhagem bacteriana e condigoes de cultivo

Os experimentos apresentados neste trabalho foram realizados com a
linhagem patogénica 7448 de M. hyopneumoniae, isolada de um suino que
apresentava pneumonia enzoética suina (VASCONCELOS et al., 2005).

Os cultivos foram realizados em meio Friis liquido (FRIIS, 1975), em trés
condicoes diferentes: i) controle: cultivado a 37 °C por 24 h, sob leve agitacao; ii)
estresse térmico: cultivo igual ao controle, seguido de incubacao a 30°Cpor2hea
42 °C por 30 min (MADSEN et al., 2006B); e, iii) estresse oxidativo: cultivo igual ao
controle, seguido da adicao de 1 % de perdxido de hidrogénio e incubacao a 37 °C
por 15 min (SCHAFER et al., 2007). Os ensaios foram realizados em duplicatas
biologicas.

209



O crescimento de M. hyopneumoniae pode ser visualizado pela acidificacao
do meio gerada pela oxidacao da glicose, causando alteracao do pH e mudanca de
coloracdo do meio Friis para amarelo, devido a presenca do indicador de pH
vermelho fenol.

2.3. Extracao e quantificacao de RNA de M. hyopneumoniae

Para cada condicao de cultivo foram realizadas extracoes de RNA total de M.
hyopneumoniae a partir de 30 mL de cultivo utilizando o kit [llustra™ RNAspin Mini
RNA isolation kit (GE Healthcare Life Sciences), seguindo a descricao do fabricante.
A qualidade do RNA extraido foi verificada em gel de agarose 1 %.

Os RNAs extraidos foram nomeados da seguinte forma: C1 e C2 (extracdes
em condicao de cultivo controle); CT1 e CT2 (extracdoes em condicdo de estresse
térmico); e, EO1 e EO2 (extracoes em condicao de estresse oxidativo). E foram
quantificados através do kit de quantificacao de RNA Qubit® RNA HS Assay kit
(Thermo Fischer Scientific) pelo equipamento Qubit® Fluorometer.

Para eliminacao de DNAs contaminantes nas amostras de RNA foi realizado
um tratamento com DNase | (50 U/uL - Fermentas) em 3 pyg de cada RNA, em um
volume total de 30 uL de reacao. Os RNAs extraidos foram tratados com 40 U de
DNase |, e incubados a 37 °C por 30 min, seguidos de adicao de EDTA e uma
incubacao a 65 °C por 10 min, para inativacao da enzima. Apds o tratamento, a
gualidade e a integridade do RNA tratado foi novamente verificada através de gel de
agarose 1 %.

Posteriormente, foram realizadas reacoes em cadeia de polimerase (PCR)
com os RNAs tratados, para confirmar a eficiéncia do tratamento, ou seja, a auséncia
de DNA contaminante. O par de primers do gene pcrA foi utilizado nestas reacoes
(Tabela 1).

2.4. Sintese de cDNA e PCR quantitativo

A sintese de DNA complementar (cDNA) foi realizada através de reacdes de
transcricao reversa (RT) para cada RNA extraido e tratado com DNase |.

Para cada reacao, com um volume final de 30 pL, foi utilizada 500 ng de RNA
total, 132,5 ng de primer randéomico e 10 mM de dNTPs, incubados a 65 °C por 5
min, e imediatamente incubado no gelo, para evitar a formacao de estruturas
secundarias no RNA. Posteriormente, foi adicionado 10X Tampao First Strand, e 0,1
M de DTT, sendo incubados a 37 °C por 2 min. Por fim, foi adicionado 200 U da
enzima MMLV-RT (Moloney Murine Leukemia Virus Reverse Transcriptase)
(Invitrogen) e incubadas a 25 °C por 10 min, 37 °C por 50 min e 70 °C por 15 min.
Os controles negativos das reacoes de sintese foram realizados em paralelo, porém
sem a adicao de MMLV-RT. Os cDNAs foram diluidos 1:5 com agua DEPC, totalizando
100 pL, e armazenados a -20 °C. Para confirmar a sintese de fita dupla foi realizada
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uma reacao de PCR, utilizando como molde cada cDNA sintetizado. Para estas
reacoes foram utilizados os primers do gene pcrA (Tabela 1).

Os niveis de expressao dos genes alvo foram verificados através de PCR
quantitativo em tempo real (RT-qPCR), utilizando o equipamento 7500 Fast Real-
Time PCR System (Applied Biosystems) e o sistema Platinum™ SYBR™ Green qPCR
SuperMix - UDG (Invitrogen).

Cada reacao foi composta de 1 yL de cDNA diluido, 10 pmol de cada primer,
7,5 UL de Platinum™ SYBR™, e 1 uL do reagente ROX (0,1 X), totalizando um volume
final de 15 pL. As condicOes utilizadas para amplificacao foram as seguintes: uma
etapa de desnaturacao a 90 °C por 2 min, seguida de 10 min a 95 °C e 40 ciclos de
95 °C por 15 s, e 60 °C por 1 min. O valor de corte (threshold) foi determinado
manualmente, em uma regiao linear da curva de amplificacao logaritmica. A
eficiéncia de cada par de primers foi analisada através de curva de melting.

As reacbes aqui descritas foram realizadas juntamente com os seguintes
controles do método: replicatas de reacoes sem cDNA (NTC) como controle negativo
da reacao; e reacoes com 0os cDNAs negativos de cada uma das extracoes realizadas
(NRTC) como controle da RT realizada previamente.

O calculo de expressao relativa dos mRNAs foi realizado através do método 2-
ACT " corrigido de acordo com o valor de eficiéncia dos primers. Os valores de
expressao dos genes controles das condicoes de estresse foram normalizados em
relacao ao valor de expressao do gene MHP7448_0333 (MADSEN et al., 2008;
MOITINHO-SILVA et al., 2011; SIQUEIRA et al., 2014). Para cada gene alvo foram
realizadas triplicatas técnicas e duplicatas biologicas. As analises estatisticas da
expressao relativa dos genes alvo foram realizadas através do software GraphPad
Prism 6, utilizando o teste One-way ANOVA by Tukey’s multi comparision (P<0,05).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Isolamento de RNA

A qualidade dos RNAs de M. hyopneumoniae extraidos em cada condicao de
cultivo foi verificada através de géis de agarose 1 %, onde foi possivel observar a
presenca das bandas 16S e 23S de RNA ribossdémico, indicando a integridade das
amostras (Figura 1A). As concentracoes dos RNAs extraidos variaram de 120 a 380
ng/uL.

Os RNAs foram tratados com DNase | para eliminacao de DNAs
remanescentes, e a qualidade dos RNAs apods o tratamento enzimatico e térmico foi
mantida (Figura 1B). Além disso, para confirmar o tratamento com DNase I, os RNAs
tratados foram utilizados como molde em reacoes de PCR. Cada amostra de RNA foi
testada em uma reacao juntamente com um controle positivo da reacao de PCR (DNA
de M. hyopneumoniae), e um controle negativo da reacao de PCR (reacao sem
molde). Todos os tratamentos de eliminacao de DNAs foram satisfatorios, uma vez
gue nao houve amplificacao nas reacgdes utilizando RNA, indicando a auséncia de
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DNA nas amostras (Figura 1C).

A) B) C)

Figura 1. Verificagado da qualidade dos RNAs extraidos em cada condicédo através de eletroforese em
gel de agarose, A) antes e B) apds o tratamento com DNase I. As condicoes de cultivo estao
indicadas por: cultivo controle (C), estresse térmico (CT) e estresse oxidativo (EO). Os nimeros 1 e 2
indicam as duplicatas biol6gicas. C) Exemplo da confirmacao do tratamento com DNase | por reacao
de PCR, empregando os primers do gene pcrA de M. hyopneumoniae 7448 (banda de 184 pb). As

canaletas indicam a reacao com reacao com RNA, o controle positivo da reacao de PCR (+) e 0
controle negativo da reacado de PCR (-).

3.2. Sintese de cDNA

A sintese de cDNA a partir de cada amostra de RNA tratado foi confirmada
através de reacoes de PCR. Cada cDNA foi testado juntamente com um controle
negativo da reacao de RT, um controle positivo da reacdo de PCR (DNA de M.
hyopneumoniae) e um controle negativo da reacao de PCR (reacdo sem molde). Em
todas as reacdoes de RT houve a sintese de cDNA, como pode ser observado no
exemplo ilustrado na Figura 2.

Figura 2. Exemplo da confirmacao da sintese de cDNA por reacao de PCR, empregando os primers

do gene pcrA de M. hyopneumoniae 7448 (banda de 184 pb). As canaletas indicam a reagédo com

cDNA, a reacao controle da reacao de RT (c-), o controle positivo da reacao de PCR (+) e o controle
negativo da reacao de PCR ().

3.3. Confirmacao da inducao das condigoes de cultivo em estresse

Anteriormente, através de microarranjo, foi determinado o perfil transcricional
de M. hyopneumoniae 232 submetido a estresse térmico (MADSEN et al., 2006B),
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onde foi demonstrado que os genes de M. hyopneumoniae 232 regulados
positivamente estao relacionados ao metabolismo e enovelamento de proteinas. Os
genes regulados negativamente nesta condicdo estdo associados a traducao e
replicacao de DNA, indicando que mudancas na temperatura tornam a fisiologia
celular mais lenta (MADSEN et al., 2006B).

Dos possiveis genes confirmatérios da condicao de estresse térmico testados
no presente trabalho, quatro (glpK, glpF, dnaK e dnalJ) tiveram sua expressao relativa
elevada quando comparados ao cultivo controle (P<0,05), corroborando com os
resultados obtidos anteriormente (MADSEN et al., 2006B), sendo, portanto, genes
adequados para o controle para tal condi¢cao. O gene oppC apresentou diminuicao
nos niveis de expressao quando comparado ao cultivo controle, comportamento
divergente ao determinado pelo microarranjo realizado anteriormente, onde sua
expressao foi elevada (MADSEN et al., 2006B) (Figura 3).

glpK glpF dnak

n
e
@
h

»

T

'

-I- ns

=
=

0.3 o

ns

&
o

Expressio relativa
e s
e Py
Expressiio relativa

Expressio relativa

bt
=
>

e CT EO C cT EO N C CT EO

dnaJ appC

N
2

—]

ns

=
&
*

s
swk |

'y

Expressio relativa
=
~

Expressiio relativa

=
e

C cT EO C cT EO

Figura 3. Expressao relativa dos genes confirmatérios da condicao de estresse térmico. O eixo y
indica a expressao relativa de mRNA (2-4CT), e o eixo X indica as condicoes de cultivo analisadas,
sendo cultivo controle (C), condicao de estresse térmico (CT) e condicao de estresse oxidativo (EO).
0 grau de significancia da expressao do cultivo em estresse comparado ao cultivo controle é de 95
% (*), 99 % (**) ou 99,9 % (***).

Também por microarranjo, foi determinado o perfil transcricional de M.
hyopneumoniae 232 submetido a estresse oxidativo (SCHAFER et al., 2007), onde
foi demonstrado que 0s genes que apresentaram regulacao positiva estao
associados a sintese de tRNAs e regulacao da traducao, sugerindo que esta condicao
leva a um aumento na sintese proteica. Os genes regulados negativamente nesta
condicao estao associados a replicacao de DNA e, paradoxalmente, na montagem
do ribossosomo para conservacao de energia da célula, e processamento proteico,
sugerindo que estes processos ocorrem mais lentamente nesta condicao (SCHAFER
etal., 2007).

Dos possiveis genes confirmatérios da condicdo de estresse oxidativo
testados no presente trabalho, ftsY teve sua expressao diminuida quando
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comparado ao cultivo controle (P<0,05), corroborando com a literatura existente
(SCHAFER et al., 2007), e se mostrando um gene controle da inducao desta condicao
in vitro. Entretanto, mglA e glyS nao apresentaram mudancas significativas nos seus
niveis de expressao, e atpB apresentou comportamento divergente ao observado
anteriormente, onde sua expressao foi elevada (SCHAFER et al., 2007) (Figura 4).
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Figura 4. Expressao relativa dos genes confirmatérios da condigao de estresse oxidativo. O eixo y
indica a expressao relativa de mRNA (2-4CT), e o eixo X indica as condicoes de cultivo analisadas,
sendo cultivo controle (C), condicao de estresse térmico (CT) e condicao de estresse oxidativo (EO).
0 grau de significancia da expressao do cultivo em estresse comparado ao cultivo controle é de 95
% (*), 99 % (**) ou 99,9 % (***).

Como pode ser observado, os genes glpK e dnaK também tiveram variacoes
dos seus niveis de expressao na condicao de estresse oxidativo (Figura 3), bem como
o gene ftsY, que apresentou expressao diferencial na condicao de estresse térmico
(Figura 4). Apesar destes genes nao terem apresentado expressao diferencial nas
analises anteriores nestas condicoes, o atual resultado demonstra que sao possiveis
genes controle destas condicoes, por confirmarem que as metodologias empregadas
causam dano na célula e consequentemente a alteracao dos seus niveis de
transcricao.

As divergéncias observadas nos resultados de oppC e atpB podem ser
justificadas pelo uso de linhagens e metodologias distintas. Os trabalhos anteriores
empregaram a técnica de microarranjo nas analises de perfil transcricional e
utilizaram M. hyopneumoniae linhagem 232; enquanto que no presente trabalho, a
metodologia de RT-gPCR foi empregada em M. hyopneumoniae linhagem 7448.
Discrepancias entre resultados que comparam estas duas técnicas sao relatados
(DALLAS et al., 2005), sendo atribuidos a qualidade do RNA analisado, a presenca
de contaminantes, ao tipo de corante empregado, e ao método de normalizacao dos
resultados empregado (MOREY et al., 2006).
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4. CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste trabalho possibilitam a confirmacao da inducao
das condicoes de estresse térmico e oxidativo, visto que foram observadas
diferencas significativas entre os niveis de expressao relativa de genes alvo no cultivo
controle e nas condicoes de estresse. De modo geral, a metodologia de inducao de
estresse térmico resultou na alteracao dos niveis transcricionais de cinco genes
analisados (gIpK, glpF, dnaK, dnalJ e ftsY), e a metodologia de inducao de estresse
oxidativo alterou os niveis transcricionais de trés genes analisados (oppC, atpB e
ftsY).

Ao confirmar que estas metodologias mimetizam as condicoes de estresse
térmico e oxidativo, é possivel emprega-las em estudos futuros sobre a regulacao da
expressao génica global em M. hyopneumoniae.

Finalmente, é importante ressaltar que a regulacao da expressao génica é um
processo complexo que pode ser influenciado por diversos fatores. Portanto os
resultados obtidos neste trabalho servem para agregar conhecimento ao importante
tema de regulacao da transcricao génica em M. hyopneumoniae.
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ABSTRACT: Mycoplasma hyopneumoniae, the etiological agent of porcine enzootic
pneumonia, has a small genome with few known regulatory mechanisms. Despite the
lack of in vitro molecular tools, previous studies demonstrated that M.
hyopneumoniae responds to stress conditions. To understand the mechanism that
controls gene expression in this bacterium, this paper aims to identify target genes
to in vitro control of heat shock and oxidative stress conditions, through the
confirmation of the differential gene expression of predict targets involved in these
conditions. Therefore, nine genes differentially expressed in previous analysis were
selected: five upregulated genes during heat shock (glpK, glpF, dnaK, dnaJl e oppC),
and four up (atpB, glyS e mglA) or downregulated (ftsY) genes during oxidative stress.
Cell cultures of M. hyopneumoniae were performed in standard condition, heat shock
and oxidative stress. Total RNA of each culture was extracted and cDNA synthesis
was performed by reverse transcription reactions (RT). cDNAs were used as
templates in quantitative PCR reactions (qPCR). All target genes were tested in the
three culture conditions. This approach allowed to determine that five genes are
differentially expressed during heat shock, and three genes were differentially
expressed during oxidative stress. These results suggest the induction of differential
gene expression in M. hypneumoniae during the stress conditions tested in vitro.

KEYWORDS: gene regulation; RT-gPCR; heat shock; oxidative stress; cell culture.
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Ciéncias da Saude da Universidade Federal do Rio Grande - FURG; Graduacao em
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de Santa Maria (UFSM); mestrando pelo Programa de Pés-graduacao em Quimica,
area de concentracao Quimica Organica/Produtos Naturais (PPGQ), da UFSM.
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Pesquisadora do Departamento de Diagnostico e Pesquisa Agropecuaria - Centro de
Pesquisa Anacreonte Avila de Araujo, desenvolvendo trabalhos que envolvem coleta,
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Adjunto Il da UFPel nos cursos de graduacao em Biotecnologia, bem como nos
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na UFERSA, estando liberado para cursar Doutorado no Programa de Pés-graduacao
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