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1. INTRODUCAO

A tuberculose (TB) é uma doenca infecciosa causada por bacterias do
Complexo Mycobacterium tuberculosis (CMT) como M. tuberculosis, M.Africanum,
M. anettii, entre outras (COSCOLLA, et all., 2013). M. tuberculosis € o principal
agente causador de TB em humanos, entretanto, ha cerca de 20 espécies
diferentes de micobactérias, as micobactérias ndo tuberculosas (MNT), que
também podem causar infeccdes (micobacterioses) em humanos. Casos de
micobacterioses vém aumentando no decorrer dos anos principalmente em
virtude do aumento no numero de pacientes imunocomprometidos por doencas
como AIDS e cancer, logo é importante distinguir o grupo de micobactéria
envolvida na infeccao para que o tratamento seja especifico e efetivo (AKYAR, et
all., 2010), ja que a sintomatologia das doencas causadas por cada grupo € muito
similar e o diagnoéstico pode ser muitas vezes confundido (Griffith, et all., 2006).

Ja foram desenvolvidos ensaios diagndsticos imonocromatograficos que
diferenciam as bactérias do CMT das MNT, baseados na identificacdo da proteina
MPT64 por anticorpo monoclonal, como ensaio Capilia TB (Tauns, Numazu,
Japdao), ensaio rapido SD Bioline AgMPT64 (Standard Diagnostics, Yongin, Coréia
do Sul) e teste BD MGIT TBc ID (Becton Dickinson, Sparks, EUA (Gaillard et al.,
2011; Yin et al., 2013), séo testes simples, faceis, rapidos, porém é necessario
sua importacdo para o Brasil, encarecendo o custo destes testes. A MPT64 € uma
importante proteina, de massa molecular de 24 kDa, produzida e secretada
somente pelas bactérias do CMT, sendo a deteccdo deste antigeno uma
alternativa especifica, sensivel e rapida para confirmar isolados de CMT
(Oettinger et al, 1995; Kumar et al, 2011).

O objetivo deste trabalho foi clonar o gene que codifica a proteina MPT64 e
expressa-la de forma recombinante em Escherichia coli para posterior producao
de anticorpos policlonais para um diagndstico direto de TB capaz de identificar
bactérias do CMT.

2. METODOLOGIA

2.1 Extrac&o de DNA

Foi extraido o DNA de M. tuberculosis H37Rv para amplificacdo do gene
que codifica para a proteina MPT64 (mpt64). A extracdo foi realizada a partir de 1
a 2 colonias de M. tuberculosis H37Rv. As coldnias foram eluidas em 400 uL de
TE (10 mM TrisHCI pH 8; 50 mM EDTA), inativadas por 30 min a 80 °C e
centrifugadas (10000 rpm; 3 min) para coleta do sobrenadante contendo o DNA.

2.2 Amplificacdo do gene que codifica para MPT64

Com base na sequéncia do gene mpt64 de M. tuberculosis H37Rv

(GenBank: X75361.1), foram desenhados primers para completa amplificagdo do
gene. Sitio de clivagem para a enzima BamHI foi introduzido no primer foward (5’
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TCAGGATCCGCGCCCAAGAC 3’) e Hindlll no primer reverse (5
CCCAAGCTTCTAGGCCAGCATCG 3)).

O DNA extraido foi utilizado como fita molde na PCR (Polymerase Chain
Reaction). O preparo da reacao foi realizado com 16 uL de H20; 1,5 mMde MgClz;
tampéo 1x; 0,2 Mm de dNTP (desoxirribonucleotideos trifosfatados), 1 pmol de
cada primer, 20 ng de DNA de M. tuberculosis H37Rv e 1 U de Tag DNA
polimerase. A reacdo aconteceu em termociclador, com desnaturacao inicial de
95 °C por 5 min, 30 ciclos de 95 °C por 30 s, 55 °C por 1 min e 72 °C por 1 min, e
extensao final a 72 °C por 10 min. A verificacdo da amplificacdo por PCR foi feita
por eletroforese em gel de agarose 0,8%.

2.3 Digestéo do produto de PCR e do vetor de expresséao

A reacédo de PCR foi purificada com GFX PCR DNA e Gel Band Purification
Kit (GE Healthcare). O produto da PCR e o vetor de expressdo pET28a foram
digeridos com enzimas de restricdo Hindlll e BamHl.

A digestdo com a enzima Hindlll foi realizada por 3 h a 37 °C. Foram
adicionados 10 uL de DNA (vetor pET28a e produto da PCR), 1 x de tampéo 2.1
NEB , 20 U da enzima e 7 uL H20. ApGs esse periodo a enzima foi inativada por
calor a uma temperatura de 80 °C por 20 min. Com a primeira enzima inativada,
foram adicionados a reacdo 1 x de tampéo 2.1 NEB, 20 U de enzima BamHI. A
reacdo foi submetida por 16 h a 37 °C. A confirmacdo da digestdo com as
enzimas de restricdo foi analisada por eletroforese em gel de agarose 0,8%.

2.4 Ligacao do vetor de expressdo com inserto

O vetor e inserto digeridos foram purificados com GFX PCR DNA e Gel
Band Purification Kit e quantificados por Qubit.

A ligacdo do pET28a com mpt64 foi realizada com 1x de tampéao T4 DNA
ligase; 3 U de T4 DNA ligase; 1 parte do vetor para 3 de inserto (2,5 uL de vetor;
5 uL de inserto) e 9,5 uL de H20. 10 ul da ligacdo foram utilizados para
transformar por choque térmico células Escherichia coli
DH5a quimiocompetentes.

2.5 Caracterizacao dos clones

As células E. coli DH5a quimiocompetentes transformadas foram
plagueadas em meio LB soélido (Luria-Bertani - 1% triptona; 0,5% extrato de
levedura; 1% NacCl, 1,5% Agar) suplementado com 100 yg mL* de canamicina e
cultivadas a 37 °C por 18 h. As colbnias obtidas na placa foram inoculadas em 5
mL de meio LB com 100 yg mL* de canamicina e cultivadas a 37 °C, 180 rpm,
por 18 h.

Os cultivos foram utilizados para extracdo de DNA plasmideal seguindo o
protocolo descrito por Sambrook e Russel (2001). O DNA plasmideal dos
possiveis clones foi analisado por eletroforese em gel de agarose 0,8%, e
caracterizado utilizando a enzima de restricdo Smal que apresenta um sitio de
clivagem no inserto e outro no vetor, gerando fragmentos de 4642 pb e 1325 pb.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A amplificacdo do gene mpt64 por PCR pode ser comprovada por
eletroforese em gel de agarose 0,8%, confirmando o tamanho esperado de 618
pb (Figura 1A).

Foi possivel observar a eficiéncia de clivagem das enzimas de restricdo
(dados nédo mostrados), onde o vetor pET28a digerido apresentava apenas uma
banda, enquanto que o vetor pET28a circular apresentou duas bandas. A
presenca de apenas uma banda de plasmideo pode caracterizar a sua
linearizacdo, ja que quando o plasmideo esta na forma circular, pode adquirir
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diferentes conformacdes podendo apresentar mais de uma banda em gel de
agarose (Lima, 2008).

A partir da ligagdo do gene mpt64 com pET28a, possiveis clones
pET28a/mpt64 foram selecionados e analisados em eletroforese em gel de
agarose 0,8%. Pode-se observar que trés plasmideos apresentaram
caracteristicas diferentes do pET28a circular (controle negativo), com bandas um
pouco acima do controle negativo (Figura 1B), sugerindo que sejam possiveis
clones recombinantes.
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Figura 1: Eletroforese em gel de agarose 0,8%: (A) Resultado da amplificacdo de mpt64 por PCR
1. Marcador molecular 1 kb; 2. Produto da PCR; 3. Controle negativo. (B) Sele¢do dos clones
pET28a/mpt64: 1. PET28a circular; 2. Clone 10; 3. Clone 11; 4. Clone 13.

A caracterizacdo dos possiveis clones foi feita com a enzima de restricdo
Smal. A clivagem do clone com a enzima gera dois fragmentos e, no vetor sem o
inserto, a enzima tem um Unico sitio de clivagem gerando apenas um fragmento
do tamanho do vetor linear.

Esta caracterizagédo por restricdo com Smal foi analisada por eletroforese
em gel de agarose 0,8% (Figura 2), verificando-se a presenca de dois fragmentos
nas amostras dos trés possiveis clones, com tamanhos correspondentes aos
citados anteriormente (4642 e 1325 pb), e apenas uma banda no pET28a clivado
com a enzima (controle negativo).
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Figura 2.Eletroforese em gel de agarose 0,8% da digestdo dos clones com a enzima de restricdo
Smal: 1. Marcador molecular 1 kb; 2. pET28a digerido com Smal; 3. Clone 10 digerido com Smal;
4. Clone 11 digerido com Smal; 5. Clone 13 digerido com Smal.

4. CONCLUSOES
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Estes resultados demonstram que foi possivel a clonagem do gene que
codifica para a proteina MPT64 no vetor pET28a. Ainda neste projeto sera
realizada a expressao heterdloga da proteina MPT64 em Escherichia coli a partir
dos clones recombinantes obtidos neste trabalho e, posteriormente a producao de
anticorpos policlonais para a elaboracdo de um teste diagnostico para TB.
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