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Estudos sobre a producdo de proteinas recombinantes tem despertado, cada vez mais, interesse em
diversas areas com vastas aplicagdes. Dentre estas, a area da saude tem explorado esta ferramenta
extensivamente e com maior aplicabilidade. A pneumonia enzodtica suina (PES), causada pela
bactéria Mycoplasma hyopneumoniae, esta entre as doencas infecciosas de maior impacto na
suinocultura mundial, tendo um alto valor agregado sobre o carater econémico deste tipo de
producdo. O controle desta doenca é feito principalmente pela utilizacdo de vacinas importadas
compostas por células mortas de M. hyopneumoniae, que apresentam elevado custo de producéo e
proporcionam apenas uma protecdo parcial. Assim, faz-se necesséria a busca de novas alternativas
para a profilaxia da PES com maior eficiéncia. Este trabalho permitiu a expressdo, em Pichia
pastoris, de uma proteina quimérica recombinante composta por 3 antigenos de M. hyopneumoniae
fusionados a um adjuvante (LTB), a qual serviu como um modelo para a padronizacdo de um novo
sistema de expressao de proteinas recombinantes na UFGD. Este sistema de expressao possui duas
vantagens que sobressai a utilizacdo da Escherichia coli: a capacidade para secretar proteinas que
podem ser purificados de forma mais facil e de possuir modificacdes pos-traducionais necessarias a
sua funcionalidade. O gene sintético contendo os trés antigenos de M. hyopneumoniae (P97R1, P42
e NrdF), associado a um adjuvante de mucosa (LTB), foi clonado no vetor de expressdo pPICZaB
em P. pastoris. A selecdo das coldnias recombinantes de P. pastoris (transformantes) com
expressao positiva foi realizada através de Colony blot. Apos esta etapa, fez-se a caracterizacdo dos
antigenos expressos em P. pastoris. Observou-se que, ao realizar a digestdo dos clones
recombinantes, ocorreu a liberacdo de um fragmento que corresponde ao tamanho do gene. As
colonias de P. pastoris foram transformadas e crescidas em meio YPDS com zeocina. O pellet e 0
sobrenadante do cultivo de inimeros clones foram submetidos a teste de expressao através de Dot
blot, destes foram selecionados 5 clones que apresentaram uma maior expressao. Os clones que
apresentaram uma maior expressdo passaram pelo processo de caracterizagdo das proteinas
expressas por Western blot. Pode-se observar a eficiéncia da clonagem e expressdo da quimera
recombinante em 4 das 5 colbnias testadas. Ao comparar o tamanho da proteina expressa em P.
pastoris com a proteina expressa em E. coli pode-se concluir uma varia¢do consideravel entre as
duas. Sendo assim, conclui-se que a expressdo da proteina quimérica em P. pastoris foi realizada
com sucesso. Isto demonstra que este sistema de expressdo em eucarioto tem um grande potencial e
possibilitou uma nova ferramenta alternativa em estudos e produgéo de proteinas recombinantes de
diferentes microrganismos das mais diversas areas, colaborando desta forma com as demais linhas
de pesquisa da unidade.
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