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Mycoplasma hyopneumoniae é a bactéria causadora da pneumonia enzodtica suina, que afeta o rebanho suino em
nivel mundial. As espécies reativas de oxigénio (EROs) sdo geradas durante o metabolismo celular e também durante
0 processo de infeccdo, quando o sistema imune do organismo infectado gera EROs na tentativa de neutralizar o
patogeno. As EROs sdo conhecidas por causarem uma variedade de lesdes celulares. Os patogenos, por sua vez,
desenvolveram mecanismos de defesa para minimizar os efeitos nocivos das EROs. M. hyopneumoniae possui um
sistema de protecdo contra EROs deficiente, sem antioxidantes importantes. Entretanto, a partir dos dados do
seqlienciamento do genoma de uma cepa patogénica (7448) de M. hyopneumoniae, foi identificada a seqliéncia
codificadora (CDS) de uma tiol-peroxidase (TPx), possivelmente envolvida no sistema de protecdo contra EROs. O
objetivo deste trabalho é a clonagem e a expressdo em E. coli desta TPx, para sua avaliacdo quanto a aspectos
funcionais. Como em M. hyopneumoniae o codon UGA (de terminacéo em E. coli) codifica triptofano e ha um cédon
UGA na CDS da TPx, esta sendo utilizada uma estratégia de mutagénese sitio-dirigida baseada em PCR para
amplificacdo da sequéncia a ser clonada. Utilizando um primer direto incluindo a mutagdo (UGA—UGG) ¢ um
primer anti-senso, foi amplificado, a partir de um dos clones utilizados no seqiienciamento do genoma, um
fragmento de 234 pb correspondente & por¢do 3° da CDS da TPx. Este fragmento foi entdo utilizado como
megaprimer-anti-senso para a amplificagdo da CDS completa (495 pb) incluindo a mutacdo desejada. O amplicon
gerado foi clonado no vetor pUC18 e seqiienciado para confirmacdo da mutacdo. A CDS mutada serd clonada em
vetore pGEX, para expressao da proteina recombinante correspondente em E. coli.

366





