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1. INTRODUCAO

Mycobacterium bovis BCG (Bacilo de Calmette-Guérin) é uma vacina viva
atenuada muito promissora para utilizacdo como vetor vacinal, pois apresenta
fatores vantajosos, como estabilidade, seguranca, baixo custo de producéo,
capacidade adjuvante e indugcédo de imunidade humoral e celular em longo prazo
(MATSUO; YASUTOMI, 2011). No entanto, existem alguns fatores que limitam sua
utilizagdo como vetor vacinal, incluindo a utilizagdo de genes que conferem
resisténcia a antibiéticos como marcadores de selecao nos plasmideos empregados
para transformacédo genética de BCG. A presenca destes genes permite a selecao
dos clones recombinantes in vitro, mas nao fornece pressao seletiva para a vacina
in vivo, impactando negativamente na sua estabilidade (BASTOS et al., 2009).

A auséncia do gene de resisténcia a antibiético requer a utilizacdo de um outro
marcador de selecdo, a fim de permitir a identificacdo das bactérias portadoras do
vetor de interesse ap6s o processo de transformacéo. Cepas auxotréficas, ou seja,
gue possuem delecdo em algum gene essencial para sua sobrevivéncia, podem ser
uma promissora alternativa para esta problematica. Embora elas necessitem da
suplementacao externa com compostos essenciais para seu crescimento, a insercao
de um plasmideo que contenha o gene deletado complementa a mutacao, permitindo
a sobrevivéncia do microrganismo (DELLAGOSTIN, et al., 2022). Borsuk e
colaboradores (2007) relataram a construcdo de uma cepa de BCG auxotrofica para
o0 aminoécido leucina (BCG AleuD) e um plasmideo capaz de complementar a
mutacdo, os quais ja foram empregados em aplicacbes vacinais e terapéuticas,
demonstrando maior estabilidade que a cepa parental (BORSUK et al., 2007).

Em um estudo prévio do nosso grupo, foi desenvolvida uma série de
plasmideos, denominada pUP500, contendo diferentes promotores de micobactéria
para expressao de antigenos em BCG, através da estratégia de clonagem Biobricks.
A estratégia Biobricks permite a clonagem de sequéncias de DNA de forma
compativel e padronizada devido a utilizacdo de sequéncias prefixo e sufixo, que
flanqueiam o fragmento alvo. Essas sequéncias contém sitios para diferentes
enzimas de restricdo, os quais geram extremidades compativeis quando clivados,
permitindo a ligacdo de uma sequéncia a outra, conservando os sitios de clonagem
originais mesmo apds a combinacdo de diferentes fragmentos (SHETTY et al.,
2008). Sendo assim, este trabalho teve por objetivo construir um vetor da série
pUP500 para aplicacao na expresséao de antigenos heterélogos em BCG AleuD, com
potencial aplicagéo vacinal e/ou terapéutica.
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2. METODOLOGIA

2.1 Clonagem do cassete de expressao contendo a sequéncia codificadora leuD
no vetor pUP500/18kDa
O cassete de expressdao contendo o promotor pAN e o gene leuD foi
amplificado a partir do vetor pUP410 (BORSUK et al., 2007) através da técnica da
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR). A PCR foi realizada contendo 50-100 ng
de DNA molde e primers especificos para a sequéncia alvo. A reagdo ocorreu em
termociclador Mastercycler Gradient (Eppendorf) nas seguintes condicbes de
amplificac@o: desnaturacdo inicial a 94 °C por 4 min seguido de 30 ciclos de
desnaturacdo a 94 °C por 30 s, anelamento na temperatura de 56 °C por 30 s,
extensdo a 72 °C por 30 s e, ao final dos 30 ciclos, extensao final & 72 °C por 5 min.
O plasmideo da série pUP500 (OLIVEIRA et al., 2019) contendo apenas o promotor
micobacteriano 18 kDa foi utilizado para transformacao de células eletrocompetentes
de Escherichia coli cepa TOP 10 e posteriormente, foi realizada a extracdo do vetor
usando o kit de extracdo lllustra™ Plasmid prep mini spin (GE Healthcare). O
plasmideo propagado foi submetido a reacdo de digestdo com as enzimas de
restricdo EcoRI e Xbal (New England Biolabs) e o cassete de expresséo pAN-leuD
foi digerido com as enzimas EcoRI e Spel (New England Biolabs), ambas as reacfes
ocorreram a 37 °C por 2 h. Apés, ocorreu a reacao de ligacdo do inserto no vetor,
na regido a montante do promotor 18 kDa, utilizando a enzima T4 DNA ligase
(ThermoFisher), a qual foi incubada overnight a 16 °C. O produto da ligacao foi
utilizado para transformar células eletrocompetentes de E. coli cepa TOP 10 através
de eletroporacéo. As células transformadas foram plaqueadas em &gar Luria Bertani
(LB) com acréscimo de canamicina (50 pg/mL). A sele¢éo dos clones recombinantes
foi realizada por extracdo rapida de DNA com fenol-cloroformio, seguida de
confirmacédo através de digestdo com enzimas de restricdo nas condi¢cdes descritas
anteriormente. As reacdes foram visualizadas através de eletroforese em gel de
agarose 1%.

2.2 Clonagem do gene gfp (Green Fluorescent Protein) no plasmideo alvo

A sequéncia codificadora da proteina verde fluorescente (GFP) foi obtida a
partir de um plasmideo previamente construido por nosso grupo através de PCR,
conforme descrito anteriormente, porém empregando uma temperatura de
anelamento de 60 °C. O plasmideo recombinante construido na etapa anterior foi
digerido com as enzimas de restricdo Spel e Pstl a 37 °C por 6 horas e purificado
com o kit comercial Illustra™ GFX PCR DNA and Gel Band Purification (GE
Healthcare) e ligado ao gene gfp previamente digerido com as enzimas Xbal e Pstl,
utilizando a enzima T4 DNA ligase (ThermoFisher) a 16°C overnight, de modo a
inserir o gene reporter a jusante do promotor 18 kDa. As etapas de transformacéo
do produto da ligagédo em E. coli TOP 10 e a selecédo e confirmacao dos clones
recombinantes foram realizadas conforme descrito anteriormente e visualizadas
através de eletroforese em gel de agarose 1%.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Apoés a reacdo de PCR, podemos observar que o cassete de expressao
contendo o gene pAN-leuD foi eficientemente amplificado, apresentando o tamanho
esperado de 764 pb (Figura 1A). Apés a amplificacdo, o cassete de expressao foi
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eficientemente digerido e ligado ao vetor contendo o promotor micobacteriano 18
kDa, conforme o esperado. A clonagem foi confirmada pela visualizacdo, em gel de
agarose, da liberacéo do inserto apos a digestdo com enzimas de restricdo, onde foi
possivel observar uma banda no tamanho de 1031 pb, referente ao cassete pAN-
leuD juntamente com o promotor 18 kDa (Figura 1B). A sequéncia codificadora da
proteina GFP, previamente amplificada por PCR com 720 pb (Figura 2A), foi clonada
através da estratégia Biobricks a jusante do promotor 18 kDa no vetor de expressao
em BCG pUP500/18kDa j& contendo o cassete de expressdo pAN-leuD. A digestédo
do plasmideo recombinante com enzimas de restricdo permitiu a confirmacédo da
clonagem, resultando na liberagcdo de um fragmento no tamanho esperado de 1751
pb, referente a sequéncia pAN-leuD ligada ao cassete de expressao contendo o
promotor 18 kDa e o gene gfp (Figura 2B).
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Figura 1: A - Amplificacao do cassete de expressao pAN-leuD através de PCR;
M. Marcador 1 kb DNA plus ladder; 1. Fragmento pAN-leuD amplificado em
temperatura de anelamento de 60 °C. B - Confirmacgéo da ligacdo do cassete de
expressdo pAN-leuD no vetor pUP500/18kDa através de digestdo com enzimas de
restricdo; M. 1 kb DNA plus ladder; 1. e 2. Clones recombinantes contendo o vetor
pUP500/18kDa-pAN-leuD; 3. pUP500/18kDa (controle negativo).
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Figura 2: A - Amplificacdo do gene gfp por PCR; M. Marcador 1 kb DNA plus ladder;
1. a 4. Gene gfp amplificado por PCR; 5. Controle negativo sem DNA. B - Reacao




4 92 SEMANA ~ ’
INTEGRADA VIl CIT — CONGRESSO DE INOVACAO TECNOLOGICA

' OERELS2023

de digestao para confirmacéo da clonagem do gene gfp no vetor de expressao em
BCG pUP500/18kDa; M. Marcador 1 kb DNA plus ladder; 1. e 2. Clones
recombinantes contendo o gene gfp ligado ao vetor auxotréfico; 3. pUP500/18kDa
(controle negativo).

4. CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos pode-se concluir que a metodologia empregada
na clonagem do cassete de expressao pAN-leuD ao vetor pUP500/18kDa foi
eficiente, assim como para clonagem do gene gfp nesta construcdo, gerando um
plasmideo recombinante que permite a clonagem de genes heterélogos para
expressdo em Mycobacterium bovis BCG AleuD. Os préximos passos envolvem a
remocao do gene de resisténcia a antibiético, a transformacdo do vetor em BCG
AleuD, e a avaliacédo da funcionalidade da construcéo através de monitoramento da
fluorescéncia de GFP por microscopia e citometria de fluxo.
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