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INTTRODUCAO

Mycoplasma hyopneumoniae é uma das menores bactérias existentes, tendo seu genoma reduzido e auséncia de parede
celular. Este microrganismo é o agente etiologico da pneumonia enzootica suina, uma doenca cronica que afeta rebanhos
do mundo inteiro, tendo grande impacto na economia. Dentre as proteinas codificadas pelo seu genoma, muitas delas
ainda sao denominadas hipotéticas, assim como o produto funcional do gene MHP7448 0476. No entanto, estudos in
silico apontam a presenca de motivos proteicos, neste peptideo, relacionados a sintese de Nicotinamida Adenina
Dinucleotideo (NAD). Os cofatores NAD juntamente com FAD (Flavina e Adenina Dinucleotideo) exercem importante
papel em varias reacdes bioguimicas envolvendo oxidacao e reducao desempenhando assim, uma funcao indispensavel
na manutencao do equilibrio redox intracelular.
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OBIJETIVO

O objetivo do presente estudo € clonar e expressar a sequéncia génica de M. hyopneumoniae linhagem 7448,
possivelmente relacionada a rota de sintese de NAD em vetor de clonagem (pUC18) e expressao (pGEX-4T3) de Escherichia
coli.
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3 Figura 2: A) Gel de agarose 0,8% confirmando a clivagem do
Transformacao da ligacdo em células quimiocompetentes de Escherichia coli K-12 por pUC18. M= MarcadOr 1Kb PlUS DNA Ladder. 1= VEtOr pUC18

choque térmico. - .
; integro. 2 = vetor pUC18 clivado. B) Gel de agarose 0,8%
Clivagem do clone recombinante com as enzimas BamH! e EcoRl, liberando o fragmento de r‘epresentando a extragéo de DNA plasm|d|a| das 02 COI6n|aS

MHP7448 0476 para posterior clonagem em um vetor de expressao.

resultantes da ligacao entre pUC18+MHP7448 0476. 1= vetor
pUC18 integro. 2 e 3= DNA plasmidial das colonias
transformantes. C) Das 02 colbnias obtidas, confirmamos 01
clone recombinante através da técnica de PCR com primers
especificos de MHP7448 0476 (1.086 pb). 1= DNA genomico de
M. hyopneumoniae. 2= pUC18 integro. 3 e 4= clones (em
duplicata); 5= controle da reacao de PCR. D) Clivagem de
pUC18+MHP7448 0476. 1= clivagem com a enzima BamHI. 2)
clivagem com a enzima EcoRIl. 3) clivagem com as enzimas
BamHI+EcoRI, com consequente liberacao do fragmento
MHP7448 0476 para posterior clonagem em vetor de expressao
'\pGEX-4T3. 4) pUC18+MHP7448 0476 integro.

Figura 1: Representacao esquematica da metodologia empregada.
A) Procedimentos realizados para obtencao do inserto: A \
amplificacao do gene MHP7448 0476 a partir do DNA gendmico
de M. hyopneumoniae foi feita através de mutacao sitio-dirigida
com a modificacao dos codons TGA para TGG, uma vez que em \
Mycoplasmas o codon TGA codifica triptofano, diferentemente de
E. coli, onde esse é o codon de término da traducao. B) Apds, os
fragmentos foram unidos novamente pela técnica de PCR. C)
Linearizacdo do vetor de clonagem com a enzima Smal. D)
Esquema representando o clone recombinante obtido \

(pUC18+MHP7448 0476). |
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PERSPECTIVAS APOIO FINANCEIRO

1- Clonar o gene MHP7448 0476 no vetor de expressao pGEX-4T3; 2- Expressar e purificar a
1 proteina recombinante; 3- Realizar ensaios funcionais para a determinacao da participacao
desta proteina na sintese de NAD em M. hyopneumoniae.




