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1. INTRODUCAO

Espiroquetas patogénicas do género Leptospira sdo os agentes etioldgicos da
leptospirose, uma zoonose amplamente distribuida. Esta doenca é contraida
através do contato com ambiente contaminado com a urina de animais
carreadores da bactéria (ADLER; DE LA PENA MOCTEZUMA, 2010). A
vacinagdo com bacterinas (bactérias inativadas) € o método atualmente
disponivel para controle da leptospirose animal;, porém apresentando diversas
limitacbes, como a protecdo de curta duracdo, e apenas contra 0S sorovares
presentes na composi¢ao vacinal (DELLAGOSTIN et al., 2011).

Leptospiras patogénicas apresentam ancoradas em sua membrana externa,
as proteinas conservadas LigA, LigB, LipL32 e LemA, as quais Sao promissores
alvos vacinais, uma vez que tém demonstrado capacidade de conferir protecao
contra leptospirose em hamsters (SEIXAS et al.,, 2007, SILVA et al., 2007,
HARTWIG et al, 2013). Entretanto, a vacinacdo com cada proteina
individualmente ndo impede a colonizacdo renal do animal infectado, o qual
permanece como um disseminador da bactéria. A combinacéo de antigenos como
guimeras apresenta a possibilidade de melhorar a eficdcia vacinal quando
comparada a utilizacdo dos antigenos isolados (LOURDAULT et al., 2014).

Mycobacterium bovis BCG é uma vacina viva atenuada com potencial para
utiizacdo como vetor vacinal, pois apresenta fatores vantajosos, como
estabilidade, seguranca, baixo custo de producdo, propriedades adjuvantes e
inducdo de imunidade humoral e celular a longo prazo (MATSUO; YASUTOMI,
2011). Diversos antigenos heterdlogos, incluindo antigenos de Leptospira
interogans, ja foram expressos em BCG com sucesso (BASTOS et al., 2009). A
expressdo destes antigenos é dirigida pela utilizacdo de diferentes promotores,
cuja atividade interfere no nivel de expressédo destes antigenos e na estabilidade
do vetor vacinal.

O sistema BioBricks® consiste em uma estratégia que permite a construcéo de
partes biolégicas compativeis, cujos sitios de clonagem sdo mantidos mesmo
apoés a combinacdo de diferentes partes. Isso ocorre pela utilizacdo de
sequéncias prefixo e sufixo, que flanqueiam o fragmento alvo, contendo sitios
para diferentes enzimas de restricdo, 0os quais geram extremidades compativeis
guando clivados (SHETTY et al., 2008). O emprego desse sistema na construgao
de vacinas vetorizadas por BCG é inovador e torna o processo de clonagem mais
pratico e econdmico.

Sendo assim, o presente trabalho teve como objetivo a construcédo de vetores
de expressdo em BCG com diferentes promotores de micobactéria e a posterior
clonagem de quimeras recombinantes contendo os genes lipL32, lemA, ligBrep e
ligAni de Leptospira interrogans nestes vetores, utilizando o sistema BioBricks®.
Assim, pretendemos obter construcdes com diferentes combinagdes de quimeras
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e promotores a serem utilizadas como candidatos vacinais contra leptospirose
empregando BCG como vetor vacinal.

2. METODOLOGIA

Os promotores Hsp60, 18kDa, pAN, Ag85B e Ag85B acrescido de uma
sequéncia sinal foram amplificados através da técnica de PCR utilizando
oligonucleotideos contendo sitios para as enzimas de restricdo EcoRI, Xbal, Spel
e Pstl. Os produtos de PCR foram purificados com o kit GFX™ PCR and Gel
Band Purification (GE Healthcare) e visualizados através de eletroforese em gel
de agarose 1%. Os produtos de PCR e o vetor de expressdo em BCG foram
digeridos com as enzimas de restricdo EcoRI e Pstl. As reacbes de digestao
foram purificadas com o mesmo kit citado acima. Os promotores amplificados
foram ligados individualmente ao vetor de expressdo em BCG utilizando a enzima
T4 DNA ligase (Invitrogen). Os produtos das ligacdes foram utlizados para
transformar Escherichia coli DH5a através de eletroporagdo e os clones
recombinantes foram cultivados em meio Luria-Bertani liquido para posterior
extracdo de plasmideo com o kit GFX™ Micro Plasmid Prep. Os plasmideos
foram caracterizados quanto a presenca das sequéncias dos promotores através
de PCR e digestdo com as mesmas enzimas citadas acima, e os resultados foram
visualizados através de eletroforese em gel de agarose 1%.

Trés diferentes quimeras, previamente construidas, formadas por
combinacfes variadas dos fragmentos ligAni, ligBrep, lipL32 e lemA, foram
amplificadas por PCR. Os produtos das reagOes foram purificados com o kit
GFX™ PCR and Gel Band Purification (GE Healthcare) e visualizados através de
eletroforese em gel de agarose 1%. Cada vetor de expressdo contendo um dos
promotores foi digerido com as enzimas de restricdo Spel e Pstl e cada quimera,
com as enzimas Xbal e Pstl. A ligacdo de cada quimera a cada vetor de
expressao construido foi realizada utilizando a enzima T4 DNA ligase (Invitrogen),
gerando diferentes combinacdes. Os produtos das ligacbes foram utilizados para
transformar Escherichia coli DH5a através de eletroporagao.

Apos, foi realizada a selecdo dos clones recombinantes, através de extracao de
plasmideo seguido de PCR e digestao para confirmar a presenca do inserto. Os
resultados foram visualizados através de eletroforese em gel de agarose 1%.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os promotores foram amplificados através de PCR no tamanho esperado de
aproximadamente 167, 267, 384, 505 e 616 pb, respectivamente (Figura 1).
1 2 3 4 5 6

167pb 267pb 384pb 505pb 616pb

Figura 1: Eletroforese em gel de agarose dos promotores amplificados por PCR.
1, Marcador de peso molecular 1 kb plus (Invitrogen); 2, pAN; 3, 18kDa; 4, Hsp60;
5, Ag85b; 6, SAg85h.
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As sequéncias dos cinco promotores foram eficientemente clonadas no
vetor de expressdao em BCG. A digestdo dos plasmideos resultou na liberacdo
dos fragmentos (sequéncia dos promotores) no tamanho esperado, conforme
pode ser visualizado na Figura 2.

1 2 3 4 5 6 7 8

e S W W W
267pb 384pb 505pb 616ph

Figura 2: Confirmacao da clonagem das sequéncias dos promotores no vetor de
expressdo em BCG. 1, 1 kb plus (Invitrogen); 2, plasmideo controle (sem inserto);
3, 18kDa; 4. Hsp60; 5, Ag85bg; 6, SAg85b; 7, 1kb plus (Invitrogen); 8, pAN

As trés quimeras previamente construidas com combinacfes variadas,
foram amplificadas com éxito por PCR no tamanho de aproximadamente 2196,
2906, 2596 pb, respectivamente (Figura 3).

1 2 3 4

2196pb 2906pb  2596ph

Figura 3: Eletroforese em gel de agarose da amplificacdo das quimeras por PCR.
1, Marcador de peso molecular, 1 kb plus (Invitrogen); 2, quimera 1; 3, quimera 2;
4, quimera 3.

Apos purificagdo e digestdo, os fragmentos foram ligados individualmente
nos vetores de expressdo em BCG construidos com os diferentes promotores.
Apb6s a transformacdo das ligacbes por eletroporacdo em E. coli, foram
selecionados quinze clones recombinantes, referente a clonagem de cada
quimera com cada um dos cinco promotores. Através da técnica de PCR,
utilizando os plasmideos recombinantes extraidos como DNA molde, foi possivel
verificar a presenca dos insertos (promotor + quimera). Da mesma forma, apos a
digestao, houve a liberacdo dos fragmentos no tamanho esperado.

4. CONCLUSOES

O emprego do padrdo BioBricks® mostrou-se eficaz para a clonagem dos
diferentes promotores de micobactéria no vetor de expressdo em BCG bem como
para a clonagem das quimeras recombinantes nos vetores construidos. Neste
trabalho, obtivemos quinze diferentes construgcdes, as quais serdo utilizadas na
transformacgéo de BCG para avaliacdo da expressao das quimeras recombinantes
sob o comando dos diferentes promotores. Posteriormente, pretendemos avaliar
as construcdes que demonstrarem melhores niveis de expressao in vitro, como
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candidatas vacinais contra leptospirose utilizando M. bovis BCG como vetor
vacinal.
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