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Resumo:

Mycoplasma hyopneumoniae é o agente etioldgico da Pneumonia Micoplasmica Suina (PMS), uma
doenca que causa significativas perdas econdmicas a suinocultura mundial. A vacinagdo parece ser aforma mais
efetiva para controlar a PMS, no entanto, as vacinas disponiveis no mercado conferem apenas protecdo parcial
a0 rebanho. Potenciais antigenos estéo sendo testados em diferentes sistemas de vacinagdo, no entanto, também
tém conferido protecdo parcial quando avaiados individualmente. A fusdo de alguns destes antigenos pode
incrementar o controle da PMS. Assim, este trabalho teve como objetivo o design de um gene sintético para
expressdo de uma quimera recombinante composta pela fusdo dos antigenos R1 (P97), P42 e NrdF de M.
hyopneumoniae com a subunidade B da enterotoxina termolébel de Escherichia coli (LTB), um potente
adjuvante da imunidade de mucosa. O gene de 1.500 pb, que codifica para a quimera L TB-R1-P42-Nrdf, foi
construido in silico com o auxilio do programa Vector NTI (Invitrogen). Para isto, foram utilizadas sequiéncias
génicas com codons preferenciais de Pichia pastoris, visando otimizar a expressdo da quimera em sistemas
heter6logos de expressdo de proteinas. Foram adicionados sitios para BamHI (clonagem no vetor de expressao
em E. coli pAE) e EcoRI (clonagem nos vetores de expressdo em P. pastoris pPICZB e pPICZ&#61537;B) na
regido 5’ do gene, e paraKpnl naregido 3'. Também foi adicionado o cédon de iniciagdo ATG para a expressao
citoplasmatica em P. pastoris (pPICZB), caso ocorram glicosilagbes na quimera quando utilizado o vetor
pPICZ&#61537;B, 0 qua permite a secrecdo da proteina heteréloga. Adicionou-se também a seqliéncia de
Kosak (ACGAT), visando otimizar a traducdo do gene sintético em P. pastoris. Tentando evitar a glicosilacdo da
quimera, modificacBes nos sitios de N e O-glicosilagbes de levedura foram realizadas. A sintese do gene foi
realizada pela empresa Epoch Biolabs® (USA), a qual enviou o gene clonado no plasmideo pUC18. Este
plasmideo foi digerido com as enzimas BamHI e Kpnl, gerando bandas de 1.500 e 2.700 pb, confirmando a
liberacdo da quimera LTB-R1-P42. O gene serd clonado em vetores de expressdo em E. coli e P. pastoris,
possibilitando a produgéo da quimera recombinante que serd avaliada em testes de imunizag&o.




