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1. INTRODUCAO

Mycobacterium bovis BCG é uma bactéria atenuada empregada como
vacina contra tuberculose. Ela apresenta potencial para utilizacdo como vetor
vacinal, pois apresenta diversos fatores vantajosos: pode ser administrada por via
oral e logo ap6s o nascimento devido ao fato de nédo ser afetada por anticorpos
maternos, € estavel e segura sendo ja utilizada ha décadas, ndo requer
refrigeracdo, possui um baixo custo de producdo e propriedades adjuvantes
(BASTOS et al., 2009). Aiém disso, € capaz de induzir imunidade humoral e celular
de longa duragdo, sendo necessaria a administracdo de apenas uma dose, pois 0
BCG replica-se dentro das células apresentadoras de antigeno (APCs) (MATSUO;
YASUTOMI, 2011).

Diversos antigenos heteréloaos, incluindo antigenos de Leptospira
interrogans (BASTOS et al., 2009), Borrelia burgdorferi (LANGERMANN et al.,
1994a), Leishmania major (ABDELHAK et al., 1995; CONNELL et al., 1993), ja
foram expressos em BCG com sucesso. A expressao destes antigenos é dirigida
pela utilizacdo de diferentes promotores, cuja atividade determina o nivel de
expressao destes antigenos e a estabilidade do vetor vacinal.

O HspX ou proteina a- cristalinade M. bovis possui um promotor que pode
ser utilizado para regular a expressdo de genes em BCG recombinante in vivo, ja
que é induzido no interior das APCs (DOKLADDA et al., 2015). A inducdo do
promotor ocorre rapidamente apds a entrada do BCG recombinante em células
dendriticas (KONG etal., 2011), o que pode gerar umamaior estabilidade e maiores
niveis de expresséo na cepa recombinante.

A principal limitagdo dos tradicionais meétodos de clonagem é a
complexidade do processo. A tecnologia BioBricks® consiste em uma estratégia
que permite a construcdo de sequéncias bioldégicas compativeis, cujos sitios de
clonagem sdo mantidos mesmo apés a combinacao de diferentes fragmentos. Isso
ocorre pela utilizacdo de sequéncias prefixo e sufixo, que flanqueiam o fragmento
alvo, contendo sitios para diferentes enzimas de restricdo, 0s quais geram
extremidades compativeis quando clivados (SHETTY et al.,, 2008). O emprego
desse sistema na constru¢cdo de moléculas de DNA recombinante € inovador e
torna o processo de clonagem mais pratico e econémico.

Sendo assim, o presente trabalho teve como objetivo clonar diferentes
porcdes da sequéncia do promotor HspX no vetor de expressdo em micobactéria
pUP500, o qual é compativel com o Sistema BioBricks®, bem como caracterizar a
funcionalidades das diferentes construcdes através da utilizacdo do gene reporter
codificando a proteina verde fluorescente (GFP).

2. METODOLOGIA
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As sequéncias do promotor HspX truncada (HspXT) e ndo truncada (HspX)
foram amplificadas através da técnica de PCR utlizando 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 expressdao em BCG, nomeado pUP500, foram
digeridos com as enzimas de restricdo EcoRI e Pstl. As reacdes de digestao foram
purificadas com o kit citado anteriormente. As sequéncias amplificadas foram
ligadas individualmente ao vetor de expressdo em BCG utilizando a enzima T4 DNA
ligase (Invitrogen). Os produtos das ligacdes foram utilizados para transformar
Escherichia coli DH5a através de eletroporagao 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%.
Cada plasmideo pUP500 contendo separadamente o promotor HspXT e HspX foi
digerido com as enzimas de restricdo Pstl e Spel, e o gene gfp, com as enzimas
Xbal e Pstl. A ligacdo do gene gpf a cada plasmideo foi realizada utilizando a
enzima T4 DNA ligase (Invitrogen). Os produtos das ligagdes foram utilizados para
transformar E. coli DH5a através de choque térmico e os clones recombinantes
foram cultivados em meio Luria-Bertani liquido e apds foi realizada a extracdo de
plasmideo com o kit GFX™ Micro Plasmid Prep. A presenca da sequéncia gfp nas
construcdes foi verificada através de PCR e digestdo com as mesmas enzimas de
restricio EcoRl e Pstl, e os resultados foram visualizados através de eletroforese
em gel de agarose 0,8%.

As construcdes do vetor pUP500 com os promotores ligados ao gene gfp,
foram utilizados para transformar BCG Pasteur através de eletroporacdo. Apds o
periodo de um més, tempo necessario para o crescimento do BCG em meio solido,
e mais sete dias em meio liquido sob agitagdo de 180 rpm, as colbnias
recombinantes expressando GFP foram visualizadas através de microscopia de
fluorescéncia.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

As sequéncias do promotor HspXT e HspX foram amplificados através de
PCR no tamanho esperado de aproximadamente 260 e 310 pb respectivamente
(Figura 1).

Figura 1. Eletroforese em gel de agarose 1% dos promotores amplificados por
PCR, corado com brometo de etideo. 1, Marcador de peso molecular 1 kb plus
(Invitrogen); 2, promotor HspXT; 3, promotor HspX.
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Os promotores foram eficientemente clonados no vetor de expressdo em
BCG. A digestéo dos plasmideos resultou na liberacdo dos fragmentos (sequéncia
dos promotores) no tamanho esperado.

A sequéncia codificadora do gene gfp foi clonada no vetor micobacteriano
pUP500 contendo os diferentes promotores, o que foi confirmado através da
liberacdo dos fragmentos no tamanho esperado (promotor + gfp) apos digestado dos
clones recombinantes (Figura 2).

Figura 2. Eletroforese em gel de agarose 0,8% confirmando a clonagem do gene
gfp no vetor micobacteriano pUP500. 1, 1 kb plus (Invitrogen); 2, plasmideo controle
(sem inserto); 3, promotor HspxT + gfp; 4, Hspx + gfp.

As construgdes do vetor pUP500 com os promotores ligados ao gene gfp,
foram inseridos em BCG. A expressao da GFP pode ser visualizada atraves de
microscopia de fluorescéncia. As colbnias que estavam expressando GFP em
niveis elevados apresentaram fluorescéncia mais intensa (figura 3).
Aparentemente, foi possivel observar maiores niveis de expressédo de GFP quando
a sequéncia inteira do promotor HspX foi utilizada. Esse resultado esta em
concordancia com outros estudos (DOKLADDA et al., 2015), nos quais foi
observado que o promotortruncado (HspxT) foi ativado apenas em cepas virulentas
crescidas dentro de macrofagos ou em condicfes de baixa tensdo de oxigénio. No
entanto, os resultados obtidos ainda devem ser avaliados de forma quantitativa,
através de citometria de fluxo.

A

Figura 3. Microscopia de
fluorescéncia dos clones de
BCG recombinante
expressando GFP sob o
comando de promotores
micobacterianos. A,
Promotor HspX + gfp; B,
Promotor HspXT + gfp.
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4. CONCLUSOES

As técnicas utilizadas mostraram-se eficazes para clonagem das duas
versdes do promotor HspX, no vetor de expressdo em BCG bem como para a
clonagem do gene reporter gfp, os quais passam a conter extremidades
compativeis com o padrdo BioBricks®. A funcionalidade das construcdes também
foi demonstrada pela expressdo da proteina GFP in vitro. Posteriormente,
pretendemos avaliar a regulacdo deste promotor em BCG cultivado dentro de
macrofagos e a expressdo de antigenos vacinais em BCG sob o comando do
promotor HspX.
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