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INTRODUCAO

Mycoplasma hyopneumoniae € uma bactéria com genoma de tamanho diminuto e auséncia de parede celular. Este
micro-organismo € o agente etiologico da pneumonia enzootica suina, doenca que afeta criacdoes de suinos do mundo
inteiro e que acarreta grandes perdas econdmicas nesta area. O genoma anotado de M. hyopneumoniae ainda possui
muitos genes cujos produtos sao anotados como hipotéticos, dentre eles o gene denominado MHP7448 0476.
Contudo, analises in silico para o gene MHP7448 0476 indicam a presenca de motivos proteicos relacionados a uma
enzima envolvida na sintese de Nicotinamida Adenina Dinucleotideo (NAD). O NAD é um cofator responsavel por
importantes reacdoes de oxirreducao em micro-organismos e até o momento nao foram identificados os genes/

responsaveis por enzimas para biossintese de NAD em M. hyopneumoniae.

OBJETIVO

O objetivo do presente estudo é clonar e expressar o gene MHP7448 0476 de M. hyopneumoniae 7448 para ensaios de

caracterizacao funcional da proteina recombinante obtida.
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RESULTADOS

Figura 1: Resultados relativos as clonagens. A) Confirmacao da clonagem no vetor pUC18 através da
técnica de PCR com primers especificos de MHP7448 0476 (1.086 pb). M= Marcador 1Kb Plus DNA
Ladder. 1= DNA gendmico de M. hyopneumoniae (controle +). 2= pUC18 integro. 3 e 4= clones
obtidos; 5= controle negativo da reacao de PCR. B) Clivagem de pUC18+MHP7448 0476. 1= clivagem
com a enzima BamHI. 2= clivagem com a enzima EcoRI. 3= clivagem com as enzimas BamHI+EcoRl,
com consequente liberacao do fragmento MHP7448 0476 para posterior clonagem em vetor de
expressao pGEX-4T3. 4= pUC18+MHP7448 0476 integro. C) Clivagem do vetor de expressao pGEX-
4T3. 1= pGEX-4T3 integro. 2= pGEX-4T3 clivado com BamHI|. 3= pGEX-4T3 clivado com EcoRI. D)
Confirmacao da clonagem no vetor pGEX-4T3 através da técnica de PCR com primers especificos de
MHP7448 0476 (1.086 pb). 1= pGEX-4T3 integro. 2 e 3= clones obtidos. 4= DNA genOmico de M.
hyopneumoniae (controle +). 5= gene purificado MHP7448 0476. 6= controle negativo da reacao de
PCR.
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Figura 2: Resultados relativos a expressao do clone pGEX-4T3+MHP7448 0476 em 4 cepas diferentes
de E. coli. O extrato proteico foi avaliado em diferentes condicdes: Células sem inducao de expressao
(s/ind); com inducdo através de IPTG 1mM a 37°C por 3 horas (c/ind). Apds a inducdo, as fracoes
insoluvel (Pellet) e soluvel - sobrenadante (Sobren) também foram avaliadas. A) Expressdao em E. coli
BL21 Star e Plyse. B) Expressao em E. coli BL21 Rill e RP.

*** As 4 cepas testadas, mostraram capacidade de induzir a expressao da proteina de
interesse (68 KDa), porém a cepa Star apresentou, mesmo que sutilmente,
melhores resultados se comparada as demais. Outro resultado observado é que em
todas as 4 cepas, a proteina se encontra na fracao insoluvel (pellet) em condicdes
padrao de expressao (0,1 mM IPTG / 3 horas / 37 °C/ 200 rpm). Logo foi necessario
realizar testes de solubilizacao da proteina de interesse para que entao a mesma

possa ser purificada.

PERSPECTIVA

Purificar a enzima recombinante obtida e realizar ensaios funcionais para a determinacao da
participacao da mesma na sintese de NAD em M. hyopneumoniae 7448.

Figura 3: Testes de solubilizacdo da proteina recombinante. A) Inducdo da
expressao da proteina de interesse a 24 °C e 28 °C por 16 horas em E. coli BL21 Star,
através da adicao de 0,1 mM de IPTG. B) Inducdao da expressdao da proteina em
condicOes padrdoes (0,1 mM IPTG / 3 horas / 37 °C / 200 rpm), porém com adicao
de 0,5% de sarcosil ao lisado celular.

** Como podemos observar, os testes com diferentes temperaturas
de inducao nao alteram os resultados anteriormente vistos a 37 °C,
a proteina permaneceu na fracao insoluvel. Contudo, ao utilizar
sarcosil (um detergente ibnico) foi possivel obter a proteina na
fracao soluvel (sobrenadante).
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