CLONAGEM DO GENE cp1002_1802 de Corynebacterium
pseudotuberculosis EM VETORES FUNCIONAIS PARA BCG

FRANCISCO SILVESTRE BRILHANTE BEZERRA'?; KAREN SILVA LEAL?;
ANDREA DE FATIMA SILVA REZENDE?; FERNANDA KEGLESS?; SIBELE
BORSUK#*

'Departamento de Ciéncias Animais. Universidade Federal Rural do Semi-arido (UFERSA) —
silvestrebrilhante @gmail.com
2Programa de Po6s-graduacdo em Biotecnologia. Universidade Federal de Pelotas (UFPel) —
karensleal@hotmail.com, andreabiomedica@hotmail.com,
3Graduacao em Biotecnologia. Universidade Federal de Pelotas (UFPel) — fkegles@hotmail.com
4Centro de Desenvolvimento Tecnolégico. Universidade Federal de Pelotas (UFPel) —
sibeleborsuk@gmail.com

1. INTRODUCAO

Mycobacterium bovis bacilo de Calmette-Guerin (BCG) € uma vacina usada
h& mais de 100 anos, com mais de oito milhdes de doses administradas em todo o
mundo (COSTA et al., 2014). Trata-se de uma vacina viva bastante segura, estavel
e com baixo custo de producdo, que € usada em dose Unica, possuindo
propriedades adjuvantes intrinsecas (BASTOS et al., 2009).

O interesse por BCG aumentou bastante desde que se aventou a
possibilidade de expressao de antigenos heterélogos em Mycobacterium (BASTOS
et al., 2009). E, desta forma, antigenos de bactérias, virus e parasitas vem sendo
expressos em BCG, o que tem demonstrado que o BCG recombinante (rBCG)
elicita tanto respostas imune celular quanto humoral contra antigenos heterélogos
(AGHABABA et al., 2014; XUE et al., 2014; YU et al., 2013).

Dentro desta perspectiva, o uso de rBCG expressando antigenos de
Corynebacterium pseudotuberculosis, agente causador da linfadenite caseosa (LC)
em pequenos ruminantes, poderia representar uma boa alternativa no
desenvolvimento de uma vacina eficiente. Até o presente momento, as vacinas
desenvolvidas para combate da LC ndo apresentaram bons indices de protecao e
n&o héa tratamento eficaz (GUIMARAES et al., 2011).

O gene cpl002_1802 codifica para uma provavel lipase secretada e foi
identificado a partir de uma andlise in silico e predicdo do pan-exosecretoma de 5
cepas de C. pseudotuberculosis. Uma vez que a proteina codificada por este gene
foi apontada como provavel candidata a antigeno vacinal (SANTOS et al., 2012), o
cpl002_1802 ja foi clonado em vetor pAE para a expressdo de proteina
recombinante em E. coli BL21 star a ser usada como vacina de subunidade (BRUM
et al., 2013), bem como em vetor pTARGET para construcédo de vacina de DNA
(LEAL et al., 2013), tendo sido ambos 0s objetivos alcangados com sucesso por
NOSSO grupo.

Uma vez que vacinas vivas, em geral apresentam melhor imunogenicidade
gue vacinas de DNA ou de subunidade, buscou-se com este trabalho, clonar o gene
cpl002_1802 com e sem peptideo sinal em vetores funcionais para BCG.

2. METODOLOGIA

Os genes c¢pl002 1802 e cpl002 1802PS (com peptideo sinal) foram
amplificados a partir do DNA gendmico de C. pseudotuberculosis por meio da
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Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) utilizando primers especificos para cada
gene (1802F 5-GCT CTA GAC ATT CCC TAT ACC GAC-3’, 1802PSF 5'-GCT CTA
GACATGCTTTTT CCCTCT C-3’ e 1802R 5'-AGC AAG CTT TCG GGG AGG-3).
A reacdo de PCR foi realizada com 1 uL de DNA, 25 uL de PCR Master Mix
(Promega), 22 uL de 4gua e 1 uL de cada primer, em um volume final de 50 uL. A
ciclagem de temperaturas foi de 5 min a 94 °C, seguido de 94 °C por 1 min, 55 °C
por 1 min e 72 °C por 1 min por 30 ciclos, e uma extensao final a 72 °C por 7 min.
A visualizacao dos fragmentos de DNA foi realizada em gel de agarose a 0,8%.

Os amplicons e os vetores de expressao bifuncionais em E. coli e M. bovis
BCG Pasteur pUS977 (contendo o promotor pAN isolado de M. paratuberculosis) e
pUS2000 (contendo o promotor 18 kDa de M. leprae) foram submetidos a digestao
dupla utilizando as enzimas de restricdo XBal e Hindlll, seguindo-se a purificacdo
por meio do Kit de Purificacdo lllustra GFX® (GE Healthcare). Os genes foram entéo
ligados aos vetores utilizando a enzima T4 DNA ligase, gerando as combinacdes
pUS977/1802, pUS977/1802PS, pUS2000/1802 e pUS2000/1802PS.

Essas combinacdes foram utilizadas para a transformacgéo de E.coli TOP10
para obtencdo dos clones recombinantes, utilizando um pulso de 3s com
capacitancia de 25 uFD, resisténcia de 200 OHMs e voltagem de 2,5 kV. O produto
da transformagdo foi semeado em meio Luria-Bertani (LB) acrescido de Agar e
antibiotico canamicina (50 mg/mL) e incubado a 37°C por 16 h.

Foi realizada uma triagem para a selecdo das possiveis colbnias
recombinantes por meio da eletroferese do DNA das colbnias, obtido pelo método
de extracdo rapida com fenol-cloroformio. As colbnias selecionadas foram entédo
semeadas em meio LB liquido contendo canamicina e incubadas a 37 °C por 16h.
Posteriormente, os plasmidios foram purificados usando o lllustra™ plasmid Prep
Mini Spin Kit® (GE Healthcare) e submetidos a digestédo enziméatica com as enzimas
XBal e Hindlll para a caracterizacdo enzimatica dos clones.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
Os genes cpl1002_1802 e cpl002_1802PS foram amplificados com sucesso,

resultando em bandas com 790 e 890 pb, respectivamente, conforme pode ser
visualizado na figura 1.

Figura 1. Eletroforese em gel de agarose a 0,8%, demonstrando a amplificagéo do
gene cpl1002_1802 com e sem peptideo sinal. Poco 1. Marcador de peso molecular
(1 kb); Poco 2. Gene cpl002_1802PS; Poco 3. Gene cpl002_1802 sem peptideo
sinal
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Apbs a ligacao dos insertos aos vetores, varias colbnias cresceram em agar
LB contendo canamicina, o que demonstrou a transfec¢éo dos plasmideos a E. coli,
uma vez que o pUS977 e o pUS2000 apresentam um gene de resisténcia a este
antibiotico. Entretanto, a confirmacdo de que esses plasmideos possuiam o0s
insertos de C. pseudotuberculosis s6 foi possivel apds a digestdo e caracterizacao
enzimatica final dos plasmideos extraidos das col6nias, conforme pode ser
visualizado na Figura 2.
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Figura 2. Caracterizacdo enziméatica dos plasmideos pUS977 e pUS2000 extraidos
das colonias de E. coli transformadas e contendo o inserto cp1002_1802 com e
sem peptideo sinal. Poco 1. Marcador de peso molecular (1 kb plus, Invitrogen®);
Pocos 2 a 5. Liberacao do inserto cp1002_1802 PS do plasmideo pUS977; Pocos
6 a 8. Liberacdo do inserto cp1002_1802 do plasmideo pUS977; Pocos 9 a 11.
Liberacdo do inserto cp1002_1802 PS do plasmideo pUS2000; Pocos 12 a 14.
Liberacdo do inserto cp1002_1802 do plasmideo puUS2000.

4. CONCLUSOES

O gene cpl002_1802 de C. pseudotuberculosis contendo ou ndo peptideo
sinal pode ser clonado com sucesso em E. coli BL21 star nos vetores bifuncionais
puUS977 e pUS2000. E, desta, forma, trabalhos futuros devem avaliar se essas
construgfes sdo transfectadas com sucesso em M. bovis BCG, e se, a proteina
heterb6loga € corretamente expressa nesse sistema, para que entao se possa obter
uma vacina viva com potencial para protecéo contra a linfadenite caseosa.
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