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1. INTRODUCAO

A leptospirose € uma doenca de carater zoondético, presente em todo mundo,
causada por espirogquetas patogénicas do género Leptospira. A infeccao por esta bac-
téria pode ocorrer através do contato direto com a urina de animais portadores, ou
ainda de forma indireta, no contato com agua, solo ou outros meios contaminados
(ADLER; MOCTEZUMA, 2010). No Brasil, no periodo entre 2010 e 2020, foram con-
firmados 39.270 casos de leptospirose o que significa uma média anual de 3.734 ca-
sos. Nesse mesmo periodo, foram registrados 3.419 6bitos, com média de 321 Gbitos
por ano (BRASIL, 2021). Em animais de producao, como bovinos e suinos, a leptos-
pirose pode resultar em disturbios reprodutivos ou em infecgdes ndo aparentes capa-
zes de leva-los a subfertilidade, resultando em significativas perdas no setor agrope-
cuario (ELLIS., 2015).

A atual profilaxia da leptospirose animal se da através da vacinacdo com bac-
terinas (leptospiras inativadas), porém essas formulacdes apresentam algumas limi-
tacoes, tais como inducéo de protecdo de curta duracdo e apenas contra o limitado
numero de sorovares presentes na formulagéo vacinal (DELLAGOSTIN, et al., 2011).
O emprego de Mycobacterium bovis BCG como vetor para expressao de antigenos
heterblogos representa uma estratégia promissora para o desenvolvimento de vacinas
recombinantes por possuir diversas caracteristicas que o tornam um bom vetor vacinal
(SINGH et al., 2016). Entre essas caracteristicas, destaca-se baixo custo de producéao,
a estabilidade, seguranca, propriedades adjuvantes inerentes, alta imunogenicidade
e capacidade de se replicar dentro de macrofagos (OLIVEIRA et al., 2017).

Em um estudo prévio, utilizando abordagens de vacinologia reversa e estrutu-
ral, nosso grupo de pesquisa construiu uma quimera recombinante a partir da juncao
de epitopos de proteinas derivadas de bombas de efluxo de Leptospira spp., sendo
elas LIC11941, LIC12290, LIC13135, LIC12307 e LIC12693. Esse antigeno foi testado
anteriormente como vacina de subunidade, porém esta nao foi capaz de conferir imu-
nidade significativa frente ao desafio com cepa virulenta de L. interrogans em modelo
animal de hamster (MAIA, 2022). Portanto, o objetivo do presente trabalho foi clonar
a sequéncia codificadora da quimera recombinante em um vetor de expressao em
Mycobacterium bovis BCG bem como caracterizar sua expressao atraves da técnica
de Western blot a fim de, futuramente, avaliar seu potencial imunoprotetor como va-
cina vetorizada contra leptospirose.

2. METODOLOGIA
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O plasmideo contendo a sequéncia alvo da quimera AM foi previamente cons-
truido in silico pelo nosso grupo, e obtido comercialmente através de sintese quimica.
Tal construcao foi usada como DNA molde para amplificacdo do gene de interesse
por reacado em cadeia da polimerase (PCR). A PCR foi realizada contendo 50-100 ng
de DNA molde e primers especificos para a sequéncia alvo. A reacdo ocorreu em
termociclador Mastercycle Gradient (Eppendorf) nas seguintes condi¢cdes de amplifi-
cacao: desnaturacéo inicial a 94 °C por 4 min seguido de 30 ciclos de desnaturacao a
94 °C por 30 s, anelamento na temperatura de 55 °C por 30 s, extensédo a 72 °C por
30 s e, ao final dos 30 ciclos, extenséo final a 72 °C por 5 min.

Para propagacao do vetor pUS977, 50 uL de células eletrocompetentes de Es-
cherichia coli cepa TOP 10 foram transformadas por eletroporagdo com 2 uL do DNA
plasmidial e em seguida, foram plaqueadas em meio Luria Bertani &gar suplementado
com o antibidtico canamicina (50 pg/mL). Apés 24 h uma colbnia isolada foi semeada
em tubo falcon contendo 10 mL de meio LB com canamicina. O cultivo foi incubado
em shaker a 37 °C a 180 rpm por 16-18 h e posteriormente, foi realizada a extragéo
do vetor usando o kit de purificagéo llustra™ bacteria genomic prep mini spin kit (GE
Healthcare).

A sequéncia codificadora da quimera recombinante amplificada por PCR bem
como o vetor pUS977 foram submetidos a reacéo de digestao utilizando as enzimas
de restricdo BamHI e Hindlll (Invitrogen) a 37 °C por 2 h. Os produtos das reagdes
foram avaliados através de eletroforese em gel de agarose e, posteriormente, foi rea-
lizada a ligacao do inserto ao vetor utilizando a enzima T4 DNA Ligase (New England
BioLabs), a temperatura ambiente por 2 h. O produto da ligacédo foi utilizado para
transformacao por eletroporacao de células eletrocompetentes de E. coli TOP10, con-
forme descrito anteriormente. Os plasmideos foram extraidos usando kit comercial e
a confirmacao da presenca do inserto foi feita através da reacéo de digestao utilizando
as enzimas de restricdo BamHI e Hindlll, seguido de eletroforese em gel de agarose
1%, a fim de caracterizar os clones recombinantes.

Para a transformacao de BCG com o vetor construido, células eletrocompeten-
tes de M. bovis BCG Pasteur foram transformadas utilizando eletroporador Micropul-
ser™ electroporator (Bio-Rad) configurado para os parametros de 2,5V e 800 Q. As
células transformadas foram plagueadas em meio 7H10 suplementado com OADC e
canamicina (25 pug/ml) e incubado em estufa BOD a 37 °C por cerca de 21 dias. Para
analisar a expressdo das proteinas recombinantes, as colbnias crescidas nas placas
foram semeadas em 7H9 suplementado com OADC, Tween 80 e canamicina. Apos,
10 mL da cultura celular foram centrifugados a 4 °C por 10 min a 10.000 x g, em
seguida o pellet formado foi ressuspendido em 1 mL de Tris HCI 100 mM e sonicado
em 10 pulsos de 15 s com intervalo de 15 s entre cada pulso, com o auxilio de pérolas
de vidro de 0,1 mm de diametro. ApGs a sonicacao, o extrato foi centrifugado a 4°C
por 10 min a 10.000 x g, e o pellet e o sobrenadante foram separados. Os extratos
das cepas de BCG recombinante (rBCG) foram submetidos a separag¢do por SDS-
PAGE 12% seguido de eletrotransferéncia para membrana de nitrocelulose (GE Heal-
thcare) usando o sistema Transfer Blot® Turbo™ Transfer System (Bio-Rad) durante
20 min a 15V e 3 mA. Para a técnica de Western blot, a membrana foi bloqueada com
5% de leite em p6é em 10 mL PBS-T (PBS 1X acrescido de 0,05% de Tween) por 1
hora sob agitacdo. Apos trés lavagens com PBS-T foi adicionado o soro policlonal
anti-QuimeraAM na concentracdo de 1:100 diluido em 10 mL de solucdo de PBS-T
com 2,5% de leite em p6 e as membranas foram incubadas overnight a 4 °C sob agi-
tacdo. Apds novas lavagens com PBS-T foi adicionado o anticorpo secundario anti-
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lgG de hamster conjugado a peroxidase na concentracdo de 1:5000 e a reacao foi
revelada por quimioluminescéncia.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Apés a reacao de PCR, a sequéncia codificadora da quimera foi eficientemente
amplificada apresentando fragmento no tamanho esperado de 1218 pb (Figura 1A).
Apés a amplificacdo, o inserto e o vetor pUS977 foram eficientemente digeridos
usando as enzimas de restricdo BamHI e Hindlll. A ligagdo gerou o plasmideo recom-
binante denominado pUS977/quimera. Apés a transformacao de E. coli cepa TOP10
com o produto da ligagao, foi realizada a triagem de clones recombinantes. A extracao
dos plasmideos seguida de reacdo de digestao permitiu confirmar a liberacéo do in-
serto no tamanho esperado bem como a linearizag&o do vetor (Figura 1B).
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Figura 1. A - Eletroforese em gel de agarose 1% do gene alvo amplificado por PCR. 1. Marcador 1 Kb
Plus; 2. Sequéncia codificadora da quimera AM amplificada. B - Confirmacédo da clonagem do inserto
no vetor pUS977. 1, Marcador 1 Kb Plus; 2 e 3, pUS977/quimera apds digestdo com BamHI e Hindlll.

A deteccdo da expressdo da quimera pelos clones recombinantes de BCG
ocorreu conforme o esperado, permitindo a visualizacdo de bandas na altura de apro-
ximadamente 45 kDa como demonstrado na Figura 2, de forma semelhante a proteina
purificada usada como controle positivo. Nenhuma expresséao foi detectada na cepa
de BCG Pasteur ndo transformada, usada como controle negativo.
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Figura 2: Detecgéo da expresséo da quimera AM em rBCG via Western blot. 1, Marcador (Page ruler™
Prestained Protein Ladder- Thermo Scientific); 2, QAM purificada (controle positivo); 3, clone rBCG 1
pellet; 4, clone rBCG 1 sobrenadante; 5, clone rBCG 2 pellet; 6, clone rBCG 2 sobrenadante; e 7, BCG
Pasteur (controle negativo).
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4. CONCLUSOES

O presente trabalho propds a clonagem de uma quimera de genes de L. inter-
rogans em M. bovis BCG Pasteur. A partir dos resultados obtidos pode-se concluir
gue a metodologia aplicada para a amplificagéo, digestédo e clonagem da sequéncia
alvo ao vetor pUS977 foi eficiente para construir plasmideos recombinantes para ex-
pressdo em BCG. A deteccdo e caracterizacao da expressdo do antigeno quimérico
em rBCG demonstra a funcionalidade do plasmideo construido, bem como possibilita
sua futura avaliagdo como protétipo de vacina recombinante. Os préximos passos en-
volvem a avaliacdo das cepas de BCG recombinante como vacina vetorizada contra
leptospirose em hamsters.
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