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RESUMO

LAGRANHA, VALESKA LIZZI. Universidade Federal de Pelotas, julho de 2005.

Clonagem e expressdo em Mycobacterium bovis BCG contendo a regido R1 da
adesina P97 de Mycoplasma hyopneumoniae. Professor Orientador: Odir Anténio

Dellagostin.

Mycoplasma hyopneumoniae é o agente etiolégico da pneumonia enzodtica
suina (PES), a mais importante doenca respiratoria de suinos. Este patdégeno
coloniza os cilios do epitélio respiratério, paralisando e posteriormente destruindo-
os, predispondo o animal a infec¢des secundarias. A regido R1 da adesina P97 é
responsavel por essa aderéncia. Esta regido € altamente imunogénica e constituida
por uma sequéncia repetitiva de cinco aminoacidos (AAKPV-E). O objetivo deste
trabalho foi de expressarem Mycobacterium bovis BCG a regido R1 do gene p97,
bem como a fusdo desta regido com a subunidade B da toxina
Escherichia coli (LTB-R1), um potente adjuvante de mucosa. A regido R1 e o hibrido
LTB-R1 foram amplificados por PCR. ApGs a amplificacdo os insertos e os vetores
foram digeridos com as enzimas de restricido Xbal e Hindlll, ligados com T4 DNA
ligase e transformado primeiramente em E. coli TOP10 e posteriormente em M.
Bovis BCG. Os vetores de expressdo utilizados foram: pUS977 (promotor Pay
isolado de M. paratuberculosis ), pUS2000 (promotor da proteina 18kDa) e pAU5
(promotor da proteina de choque térmico hsp60 com uma mutacdo), todos de
expressdo citoplasmatica. BCGs recombinantes foram cultivados em meio 7H9,
suplementados com OADC por 10 dias até atingir DOsoonm=1.8, ap6s foram
centrifugados, lisados e a expressao dos antigenos foi avaliada
blot com MAb anti-R1. Os BCGs recombinantes que continham a regido R1 tiveram
sua expressdo confirmada, sendo que os niveis de expressdo in vitro foram
semelhantes para todos 0s vetores e a proteina expressa apresentou quatro bandas
entre 14 e 19 kDa . A LTB-R1 formou pentameros e apresentou bandas de 30 kDa,
sendo que o tamanho esperado era de 25 kDa. Interessantemente o mesmo
resultado foi obtido na expressdo desta proteina em E. coli; acreditamos estar
ocorrendo alguma alteragdo pos traducional, que ja esta sendo investigada. Estes
resultados encorajam um estudo da viabilidade da expressdo in vivo destas
proteinas e sua capacidade de induzir resposta imune em camundongos.
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1. INTRODUGAO

1.1. Pneumonia Enzoo6tica Suina

A pneumonia micoplasmica ou pneumonia enzooética suina (PES) é uma
respiratéria infecciosa cronica e muito contagiosa, sendo causada pela
Mycoplasma hyopneumoniae. E caracterizada por uma broncopneumonia

catarral que se manifesta por tosse seca e cerca de quatro semanas apos a infeccéo

, alta morbidade (atingindo mais de 90% dos animais),
baixa mortalidade (de 1% a 5% dos animais) e geralmente € acompanhada por
complica¢Ges broncopulmonares purulentas (Straw, et al., 1989).

Quando ha presenca de fatores de risco, a doenca evolui para um processo

mais complexo, predispondo os animais & infecgbes secundérias por bactérias ou
prejudica a capacidade de defesa antibacteriana pulmonar. O animal
fica vulneravel a pneumonias por outros agentes que podem estar na granja. Os
mais comuns desses agentes sdo: Pasteurella multocida tipo A, Haemophilus
infuenza, Haemophilus parasuis, Actinobacillus pleuropneumoniae e Bordetella
bronchiseptica, entre outros. Denominadas de “Complexo de Doencas Respiratérias
em Suinos” (CDRS), essas pneumonias secundarias aumentam a taxa de
mortalidade dos animais e desencadeiam perdas econdmicas significativas
(http://www.pfizer-ahg.com.br/sui_Estudosl.asp).

A PES afeta suinos de todas as idades, porém a forma clinica da doenca é
mais comum nos animais em crescimento e terminagdo. A transmissdo ocorre por
contato direto, indireto (através de utensilios), através de aerossois eliminados
durante os acessos de tosse que podem ser transmitidos para criacdes a até 3,2 km
de distancia. Varidveis ambientais e de manejo favorecem a sua ocorréncia e
severidade, por isso € considerada uma doenca multifatorial (http://www.pfizer-
ahg.com.br/sui_Estud osl.asp).

Os principais fatores de risco que podem desencadear a pneumonia
enzootica e que devem ser monitorados séo: densidade excessiva, mais do que 15

animais por baia e area menor que 0,85 m? suino (superlotacdo); auséncia de vazio



sanitario entre lotes; auséncia de controle de ventilacdo e temperatura na sala;
amplitude térmica diaria superior a 8°C no primeiro més de alojamento; volume de
ar disponivel menor que 3,0 m3suino; sistema de produgdo em ciclo completo;
presenca de gases e poeira na sala; sub populacdes nas diferentes fases da criagéo
sem imunidade; misturas de animais de diferentes tamanhos, idades e origens;
disponibilidade de comedouros insuficientes ao numero de animais; niveis
inadequados de minerais na ragdo (fésforo, cobre, zinco, ferro e manganés);
presenca de micotoxinas (aflatoxina) nas ragbes; programa de Ilimpeza e
desinfeccdo deficiente e plantel com mais de 40% de matrizes entre marras,

primiparas e segundo parto.

1.1.1. Agente Etiolégico

Micoplasmas sé@o organismos procarioticos que nao possuem parede celular,
pertencente a classe Mollicutes. Possuem um genoma pequeno (580 a 2.200 kb) e
contetdo baixo de guanina e citosina (G + C) (Shmuel et al., 1998). Sdo os menores
organismos autoreplicantes conhecidos. Possuem uma alta sensibilidade aos
detergentes e as alteragdes osmdticas, sdo naturalmente resistentes a penicilina e,
formam colénias com aspecto que lembra um "ovo-frito".

O primeiro micoplasma foi descoberto ha mais de cem anos, em 1898 na
Franca, por Edward Nocard e Emile Roux, entdo trabalhando em um caso de
pleuropeneumonia bovina. Em 1905, um provavel quadro de infeccado conjugada de
Mycoplasma gallisepticum e Pasteurella multocida foi diagnosticado como
"Pneumonia Enzodtica dos Perus”, confirmando as aves também como hospedeiros
de micoplasmas (Shmuel, et al., 1998).

Desde seu primeiro isolamento de lesdes pulmonares (Mare & Switzer, 1965
e Goodwin et al., 1965), o M. hyopneumoniae, tem sido descrito em diversos paises
como um dos agentes mais comuns envolvidos em problemas respiratorios dos
suinos, causando importantes perdas econémicas (Shmuel, et al., 1998).

O M. hyopneumoniae coloniza o trato respiratério dos suinos. Durante a
infeccdo este agente adere-se aos cilios do epitélio respiratorio, provocando a

s estruturas, o que pode levar a infeccbes secundarias (Zhang, et
al.,1994).



tos T, macrofagos ativados, etc). Assim como o sistema

-especifico € de fundamental importancia para o inicio da resposta

imune, a imunidade celular desempenha um papel fundamental na protecao
pulmonar contra os efeitos do M. Hyopneumoniae (Messier & Ross, 1991).

Dois fatores da patogenia do M. hyopneumoniae desempenham um
importante papel na predisposicdo aos agentes secundarios. A colonizacdo do
epitélio ciliar do trato respiratério pelo M. hyopneumoniae acarreta a destruicdo do
mesmo, fazendo com que uma das barreiras mecanicas da imunidade néo-
especifica seja perdida, com consequente reducéo da capacidade de defesa do trato

(Chenetal., 2001).

. Outro evento potencialmente importante é a interagdo do M. hyopneumoniae

com células linféides, fazendo com que os animais infectados tenham a atividade

fagocitica dos macréfagos alterada, levando a um processo de imunossupressao



ao no ambiente. A vacinacdo também promove a reducdo dos sinais clinicos
da doenca e mantém os animais saudaveis livres de patologias.



et al. 1997). Os

anicorpos monoclonais (MAbs) F1B6 e F2G5 reconheceram a P97 em
“‘imunobloting” e bloguearam a aderéncia do M. hyopneumoniae a células ciliadas “in

vitro”, indicando que a P97 possui papel fundamental na patogenia da PES,

tornando-a uma forte candidata a antigeno vacinal.



ao da tuberculose, pode ser usada como vetor para a
expressdo de antigenos heterdlogos e proteinas bioativas. O BCG recombinante

induz uma imunidade humoral e celular de longa duracdo e tem todas as



-Neelsen, na qual as células sdo coradas com carbofucsina,



descoradas com alcool acido e coradas novamente com azul de metileno e entéo as
células micobacterianas aparecem coradas de vermelho.

Muitas das propriedades da micobactéria, tais como sua antigenicidade,
propriedades adjuvantes, viruléncia e atividade anti-tumorais, sdo atribuidas aos
componentes da sua parede celular. Os arabinogalactanos s&o 0s maiores
componentes antigénicos da parede celular, o complexo arabinogalactano-
peptidioglicano é responsavel pelas propriedades antitumor e adjuvantes
(McFadden, 1992).

1.3.1. Mycobacterium bovis BCG

A vacina BCG (Bacilo de Calmette-Guérin) foi desenvolvida no Instituto
Pasteur em Lille, Franca, a partir de 1908, quando Albert Calmette e Camille Guérin
obtiveram uma cepa de Mycobacterium bovis isolada por Nocard em 1902 de uma
mastite bovina. Ap6s 231 subcultivos de 3 semanas cada, em meio de cultura
contendo bile bovina, o microrganismo perdeu sua viruléncia em animais. Até 1921,
testes foram realizados e demonstraram que a infeccdo de bovinos, camundongos,
macacos rhesus e chipanzés com esta cepa ndo produziram evidéncia de
a viruléncia, mas que por outro lado conferiu resisténcia ao desafio com o bacilo da
tuberculose bovina ou humana. O BCG havia se tornado apatogénico, ou seja, ndo
era mais capaz de causar tuberculose, mas manteve suas caracteristicas

sua viabilidade e um nivel apropriado de viruléncia residual permitindo
sua manipulacdo no individuo vacinado com o objetivo de imunizar contra
subsequentes infecgbes virulentas (Lugosi, 1992). Muitas outras cepas foram
subseqientemente derivadas do isolado original, (mais de 50 sub-cepas), as quais
sdo comumente identificadas pelo pais ou laboratério de produgcdo e somente seis
sdo atualmente utilizadas como vacinas: BCG Connaught, BCG Glaxo, BCG
Moreau, BCG Pasteur, BCG Danish e BCG Tokyo (Minnikin et al., 1984; Miltien &
Gibson, 1989; Langranderie et al., 1996).

A primeira vacinagdo humana, via oral, com BCG para a prevencédo da
tuberculose, foi realizada em 1921, em Paris. Em 1928, o BCG foi recomendado
pela Liga das Nacdes e passou a ser largamente utilizado para a prevencdo da
tuberculose, mas em 1929-30 sua seguranca foi questionada para a prevencao da
tuberculose quando 72 criancas de um total de 250 morreram apds receber a vacina

BCG preparada em um Instituto em Lubeck na Alemanha. Subsegulientes



investigacdes revelaram que o incidente n&o foi devido a reverséo da viruléncia do
BCG, mas foi consequéncia de uma contaminacdo acidental do BCG vacinal com
uma cepa virulenta de M. tuberculosis (Lugosi, 1992). Em 1931 a Academia de
Medicina de Paris reforgca a recomendacdo da Liga das Nacdes, confirmando a
seguranca do BCG para uso em humanos e animais e, apesar dos protestos que se
seguiram apdés o incidente em Libeck, a vacinacdo com BCG prosseguiu. Apos a
Segunda Guerra Mundial, devido a grande epidemia de tuberculose, a Organizagao
Mundial da Saude e a UNICEF organizaram campanhas de vacinagdo com BCG em
diversos paises e o numero de individuos vacinados de 1948 a 1974 foi estimado
em 1,5 bilhBes (Lugosi, 1992). Atualmente, o BCG é uma das vacinas mais
amplamente utilizada, ja tendo sido administrada a aproximadamente 3 bilhées de
pessoas desde 1948, apresentando uma baixa incidéncia de efeitos colaterais
(Bloom & Fine, 1994).
O BCG apresenta excelentes propriedades adjuvantes e imunoestimulantes.
O Adjuvante Completo de Freund (CFA), uma suspensao de restos celulares de M.
tuberculosis em uma emulsdo de agua e 6leo, é responsavel pela potencializacéo da
resposta imunoldgica do hospedeiro contra antigenos néo relacionados incluidos na
de imunidade celular e humoral dirigidos contra o antigeno
exdgeno sdo obtidos e mantidos por longos periodos (Bloom & Fine, 1994).

1.3.2. BCG Recombinante
O BCG tem demonstrado ser um excelente candidato pra a utilizagdo como
vetor para uma vacina recombinante, pois tem a vantagem de ja ser administrada

rotineiramente como vacina contra a tuberculose, o que pode tornar mais facil sua

Dentre suas vantagens destaca-se: (1) é uma das vacinas mais largamente
utiizadas no mundo; (2) pode ser administrada em qualquer época apos o
nascimento, ndo sendo afetada pelos anticorpos maternos; (3) tem um potente efeito
imunoestimulante e adjuvante, induzindo uma longa imunidade e sendo capaz de
estimular tanto resposta imune humoral e celular; (4) BCG é administrada em uma
Unica dose; (5) pode ser administrada por via oral; (6) € uma das vacinas replicantes
mais estaveis ndo necessitando de um método de armazenagem sofisticado para

manter sua eficacia; e (7) apresenta baio custo de producao (Bloom & Fine, 1994).



(Snapper et al., 1988) ou plasmideos integrativos (Husson et al., 1990).

Os plasmideos extra-cromossomais tém a vantagem de estarem presentes
em um alto nimero de cépias (Stover et al., 1991), podendo entdo, apresentar uma
maior expressdo da proteina recombinante, e de n&o provocarem nenhuma
alteracdo no genoma do BCG. Estes plasmideos foram sendo desenvolvidos
utilizando o replicon (plasmideo) micobacteriano pAL5000, isolado de M. fortuitum
(Labidi et al., 1985) associado a um vetor de clonagem em E. coli e possuindo um

gene de resisténcia a canamicina (Snapper et al., 1988). Assim foram construidos os
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vetores pMV261 (Stover et al. 1991), pRR3 (Winter et al., 1991) e pEP3 (Radford &
Hodgson, 1991).

A utilizacdo de sequéncias especificas de micobactérias pode levar a
integracéo do vetor no genoma micobacteriano. Um sistema integrativo utilizado em
micobactéria € derivado do micobacteriofago L5. O vetor possui um sitio de

attP e um gene da integrase (nt) que promovem, a integracéo deste no
genoma micobacteriano ao sitio attB. No entanto, este sistema pode levar a
integracdo de uma Unica cépia ao genoma (Lee et al. 1991). Vetores integrativos
baseados no elemento de insercdo 1S900 promovem uma integracdo aleatéria ao
genoma bacteriano, apresentando o potencial de estar em vérias cepas (Dellagostin
etal., 1993).

1.3.2.2. Promotores micobacterianos e expressao de genes heterélogos
Os promotores micobacterianos regem o nivel de expressdo dos antigenos
tores mais utilizados sé@o os do gene hsp60 e hsp70, ambos
pertencem a familia das proteinas do choque térmico (Aldovani & Young, 1991,
Stover et al,, 1991). Outros promotores tém sido utilizados, como o promotor pAN,
isolado de M. paratuberculosis préximo a um elemento de insercéo IS 900 (Murray et
al., 1992), o promotor da proteina de 19 kDa de M. tuberculosis (Stover et al., 1993)
e o promotor 18 kDa de M. leprae (Dellagostin et al., 1995), o promotor & (alfa) de M.
kansaii (Matsuo et al, 1990), o promotor da & lactamase de M. fortuitum pBlaF*
(Timm et al., 1994), bem como o promotor GroES/EL1 de Streptomyces albus
(Winter et al., 1991).

Antigenos de virus, bactérias, parasitas e até citocinas tém sido expressas
sob controle dos promotores hsp60 e hsp70. A subunidade B da toxina colérica foi
expressa em BCG sob o controle do promotor hsp60 e a imunizagéo intranasal com
BCG recombinante desenvolveu uma forte resposta de IgA (Biet et al, 2003). A
proteina LacZ e os antigenos gp120 do virus da imunideficiéncia humana HIV-1),
gag do virus da imunodeficiéncia simia (SIV) e fragmento C da toxina tetanica foram
expressos sob o controle dos promotores hsp60 e hsp70 em vetores integrativos e
replicativos (Aldovini & Young, 1991; Stover et al., 1991).

Winter et al. (1995) expressaram a proteina nef de SIV utilizando o promotor
pAN e BCG expressando esta proteina induziu resposta de células T citotdxicas

(CTL) contra o peptideo sintético nef em camundongos. O gene gp63 de Leishmania
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mayjor foi expresso em BCG sob o controle também do promotor pAN, e fusionado na

sterminal aa -lactamase. BCG recombinante (rBCG) produzindo Gp63 como
proteina hibrida com a a-lactamase promoveu protecao significativa contra desafio
com L. major em camundoongos BALB/c imunizados (Abdeclhak et al., 1995).

Matsuo et al. (1990) introduziram um epitopo da proteina Gag pl7 do virus
HIV-1 em um sitio adjacente ao antigeno a, resultando na expressdo da proteina
secretada, mas uma resposta imune nao foi obtida. O epitopo V3 do virus HIV-1
quando expresso fusionado ao antigeno & foi secretado por B CG induzindo uma
resposta protetora em camundongos (Kameoka et al., 1994).

A subunidade S1 da toxina de Bordetella pertussis (S1PT) foi expressa sob
controle do promotor da a-lactamase pBlaF* (Nascimento et al., 2000). O fragmento
C da toxina tetanica (FC) e a toxina diftérica mutada atoxica (CRM197) reguladas
pelo promotor pBlaF* ou fusionadas a sequéncia sinal foram expressas em BCG.
Imunizacdo de camundongos com rBCG-FC ou a combinacdo induziu protecdo de
75% em camundongos desafiados (Mazzantini et al., 2004). Os genes nef e gag
(p26) de SIV foram expressos em BCG reguladas também sob o promotor pBlaF*
em vetores integrativos e replicativos (Mederle et al., 2002).

O epitopo VP1 140-160 do virus da febre aftosa foi expresso fusionado a
proteina 18 kDa (Dellagostin et al., 1993). A proteina de 18 kDa foi fusionada a
epitopos de células B e T para a nucleoproteina do virus rabico (18-kDa::B+T) e a
expressdo dirigida pelos promotores hsp60 e 18 kDa. A expresséo controlada pelo
promotor hsp60 resultou em um aumento do titulo de anticorpos até 60 dias apds

imunizacao (da Cruz et al., 2001).

1.3.2.3. Imunidade induzida por BCG recombinante
Micobactérias de crescimento lento tais como BCG produzem uma forte
imunidade de longa duracao, principalmente devido a sua capacidade de sobreviver
e se replicar por varias semanas ou meses no hospedeiro. Em alguns casos, focos
viaveis de micobactérias podem persistir por anos isolados em granulomas.
Como um patégeno intracelular facultativo, a infecgdo
micobacteriana foi demonstrada ser dependente do desenvolvimento de uma
resposta de linfécitos T auxiliares tipo-1 (Thl), a qual é caracterizada pela
elaboracdo de um perfil de citocinas ncluindo interleucinas (IL) 2, 12, e interferon
gama (IFN-g) (O’Donnell, 1997).



s (McCluskie, et al., 2001)

CT, CTB, LT e LTB tém sido usadas como adjuvantes em estudos com
Helicobacter pylori, Campylobacter jejuni, Pseudomonas aeroginosa, ovoalbumina,
soroalbumina bovina e BCG (Ogra et al., 2001; Biet, 2003).

Os efeitos adjuvantes da LT ainda sdo pouco conhecidos, mas parecem estar
associados com a inducdo do AMPc com uma variedade de efeitos nas células

et al., 2001).

Conceicéo et al. (2004) construiram uma vacina de subunidade recombinante

composta pela regido R1 da adesina P97 fusionada a sununidade B da toxina

termolabil de E. coli (rLTB-R1) que induziu em camundongos altos niveis de
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anticorpos séricos anti-R1, os quais reconheceram a P97 da cepa patogénica 7448
em Western blot. A imunizacdo com rLTB-R1 por via I.N. ou .M. induziu imunidade
local e celular nos camundongos.

O uso de vetores vivos expressando a LTB pode representar uma indugéo
duradoura da resposta com IgA, especialmente se os vetores tiverem a habilidade
de persistirem por periodos prolongados. O BCG, uma das vacinas mais usadas no
mundo, tem a habilidade de persistir por varios meses e anos ap0s a administragédo
e é usada para expressar antigenos heterologos, denotando uma boa estratégia a

utilizacdo deste vetor expressando um gene de interesse e a LTB.

1.5. Objetivos

1.5.1. Objetivo Geral
Clonagem e expressdo da regido R1 da adesina P97 de Mycoplasma
hyopneumoniae em Mycobacterium bovis BCG.

1.5.2. Objetivos Especificos
- Clonar a regido R1 da adesina P97 nos vetores de expressdo pUS977,
pUS2000 e pAUS.
- Clonar a regido R1 fusionada a subunidade B da toxina termo-labil de E. coli
(LTB-R1) nos vetores de expressao puS977, puS2000 e pAUS.
- Transformar M. bovis BCG Pasteur com os vetores recombinantes.

- Verificar expressao das proteinas recombinantes atraveés de Western blot.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material

2.1.1. Cepas bacterianas

As cepas bacterianas utilizadas encontram-se na tabela 1.

TABELA 1. Cepas bacterianas utilizadas neste trabalho
Cepas Caracteristicas Relevantes Fonte/Referéncia

E.coliTOP10 F mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) Invitrogem, USA
80lacZaM15 AlacX74 recAl araal39 A
(ara-leu)7697 galu galk rpsL (StrF)
endAl nupG

BCG Pasteur Cepavacinal Universidade de

Surrey, Inglaterra

2.1.2. Plasmideos

Foram utilizados trés vetores de expressdo em micobactérias: pUS977, puS2000
e pAU5 da Colegéo do Laboratério de Biologia Molecular do Centro de Biotecnologia
da UFPel. Todos os plasmideos contém uma origem de replicacdo em E. coli e em
micobactéria, um sitio de mdltipla clonagem e um gene de resisténcia a canamicina.
O pUS977 apresenta o promotor Pan isolado de M. Paratuberculosis e expressa a
proteina no citoplasma. O pUS200 apresenta o promotor da proteina 18kDa e o
plasmidio pAU5 apresenta o promotor da proteina de choque térmico hsp60 com

uma mutacao. Estes dois ultimos também expressam a proteina no citoplasma.

2.1.3. “Primers”

Os “primers” foram elaborados segundo as sequéncias disponiveis no GenBank
e desenhados com o auxilio do programa Vector NTI 8.0 (Infomax Inc.). Os
seguintes “primers” foram utilizados: R1 forward: 5
CCTCACTCTAGAGATCCCTACAAAAG 3 R1 reverse: 5



16

GCCAAGCTTAGTAGCAACTGGT 3 e LTB-R1 forward: 5
CACTCTAGATCCCCAGACTATTACAG 3'.

2.1.4. Enzimas
As enzimas utilizadas foram: Taq DNA polimerase, T4 DNA ligase, Xbal, Hindlll,
EcoRIl e BamHI, fornecidas por hvitrogen; Fosfatase alcalina (CIP), fornecida por

Boehringer Mannheim.

2.1.5. Kits utilizados

- GFX™ PCR DNA and Gel Band purification Kit (Amershan Biosciences): este kit foi
utilizado para a extracdo das bandas de DNA dos géis de agarose e para remover
sais, enzimas, nucleotideos néo incorporados e “primers” de produto de PCR. O
DNA de interesse liga-se em uma matriz de fibra de vidro. A recuperacdo do DNA de
interesse no final fica em torno de 60%. O protocolo utilizado foi conforme descrito
pelo fabricante.

- Flexiprep™ Kit (Amershan Biosciences) : este kit foi utilizado para extracdo de
DNA plasmidial.

2.1.6. Meios de Cultura

Os meios de cultura foram preparados e esterilizados em autoclave a 121°C
durante 15 minutos ou foram filtrados utilizando-se filtros descartaveis Millipore com

um diametro de poro de membrana de 0,2 mm.

Meio Luria-Bertani (LB)

Triptona 10g
Extrato de Levedura 59
NacCl 59
Agua Milli-Q para 1000 ml

Autoclavado.

Agar Luria-Bertani
Meio Luria-Bertani adicionado de 15 g/litro de agar bacterioldgico, e autoclavado.
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Meio SOC
Triptona 209
Extrato de Levedura 59
NacCl 0,59
KCI 2,5mM
MgSOs 10 mM
Glicose 20 mM
Agua Milli-Q para 1000 ml

O meio SOC foi preparado e autoclavado na auséncia do sal de magnésio e da
glicose, os quais foram esterilizados por filtracdo e adicionados ao meio no momento

da sua utilizagéo.

Meio Middlebrook 7H9

7H9 Desidratado 4,79
Agua Milli-Q para 900 ml
Tween 80° 0,05 %
Glicerol 0,2%

Apos autoclavado e resfriado, OADC foi adicionado a uma concentracao final
de 10%.

Meio Mycobacteria 7H11 — Agar

7H11 Desidratado 219
Agua Milli-Q para 900 ml
Glicerol 0,2%

Ap6s autoclavado, o meio foi resfriado até uma temperatura de
aproximadamente 55°C e OADC foi adicionado a uma concentracgédo final de 10% e o

meio foi entdo distribuido nas placas de Petry.
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2.1.7. Solugdes Utilizadas

2.1.7.1. Solugdes em geral

Antibidticos

O antibidtico utilizado foi canamicina nas concentracdes de 50 ng/ml para meios
cultivados com E. coli e de 25 ng/ml para meios cultivados com M. bovis BCG. Este

foi preparado com agua destilada estéril e esterilizado por filtracao.

EDTA
EDTA 05M

Com pH 8,0 e autoclavado.

Tampéo TE
Tris 10 mM
EDTA 1 mM

pH 8,0 com HCI. Autoclavado.

Fenol: Cloroféormio

Esta solucdo foi preparada com partes iguais de fenol e cloroférmio de acordo
com a quantidade final desejada. A mistura foi tamponada com Tris-HCI 100 mM (pH

8,0) e armazenada a 4°C.

SDS — Sodium Dodecil Sulphate

Uma solucéo de SDS a 10 % foi preparada em agua Milli-Q.

Tris-HCI
Uma solucdo estoque de Tris-HCl a 1 M foi preparada em agua Milli-Q, o pH foi

ajustado com adigéo de HCI para o valor desejado para cada uso.

Hidroxido de Sédio

Uma solucéo estoque de NaOH 2 M foi preparada em agua Milli-Q.

3M



Glicose 50 mM

EDTA pH 8,0 10 mM

Solucéo i

NaOH 02M

SDS 1,0%

Solucéo i

Acetato de Sodio pH 5,2 3M

2.1.7.3. Solucdes para eletroforese em gel de agarose
TBE 1X (Tris-borato)

Tris-borato 89 mM
Acido Borico 89 mM
EDTA 2 mM

Uma solucdo estoque 10X concentrada foi preparada, a qual foi diluida a 0,5X

Tampado de Amostra 6X
Azul de Bromofenol 0,25 %
Glicerol 40 %

Gel de Agarose

Agarose ultrapura 0,8a2,0%
Tampéao TBE 0,5X 60 ml
Brometo de Etideo 0,5 mg/ml

2.7.1.4. Solugdes para SDS-PAGE
Tampado de Amostra 2X
Glicerol (100%) 2,0ml




Tris-HCI05 M, pH 6,8 2,5ml

b- Maecaptoetanol 0,4ml
Azul de bromofenol 0,029
SDS 0,49

Completar para 10ml de agua milli-Q.

Tampao Tris-glicina (Tampao de Corrida)

Tris-base 25 mM
Glicina 250 mM
SDS 0,1%

Solucdo Corante Coomassie Blue R250

tico glacial 10 %
Brilhante Blue R250 0,05 %
Metanol 50 %
Agua Milli-Q 40 %

Solucdo Descorante Coomassie Blue

Acido acético glacial 7%
Metanol 5%
Agua Milli-Q 88 %

2.7.1.5. Solucgbes para Western Blot

Tampao de Transferéncia

Glicina 39mM
Tris base 48 mM
SDS 0,037 %
Metanol 20 %

Solucao de Ponceau S 10X

Ponceau S 29/l
Acido Tricloroacético 30 g/l
Acido Sulfosalicilico 30 g/l
Agua Milli-Q 100 ml



primer’ reverso citado acima.

2.2.1.2. Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

Depois de sintetizados os “primers”, estes foram testados para a amplificacao
dos insertos R1 e LTB-R1.

As amostras foram submetidas ao termociclador Mastercycler Gradient da

Eppendorf, segundo o programa a seguir:
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3 min ® 94°C

30s ® 94°C......... desnaturacao

30s ® 48°C......... anelamento 30 ciclos
1 min ® 72°C......... polimerizagéo

7 min ® 72°C

A reacédo da PCR foi realizada seguindo o protocolo descrito na tebela 2.

TABELA 2. Componentes daPCR

Componentes Quantidade
Enzima Tag DNA polimerase 0,4
dNTP’s (10mM) 0,5 m
MgCl 1,5 n
Tampéao da enzima 1X 5nm
“primers” (300 ng/m) 1 m de cada
DNA molde’ 1,5 m
Agua Milli-Q 39

Foram aplicados 7 nil do produto de PCR e 2 ni de tamp&o de amostra 6X em gel
de agarose 0,8% corado com brometo de etideo na concentracdo de 0,5 ng/ml. A

eletroforese foi realizada em cuba horizontal (BioRad) com tampéo TBE 0,5X a 130V
por 30 minutos.

2.2.1.2. Purificacdo de DNA com o “GFX™ PCR and Gel Band Purification Kit”

A purificagdo do produto de PCR foi realizada adicionando-se 500 ml de tamp&o
de captura (contendo acetato) no tubo de microcentrifuga de 1,5 ml contendo o
DNA, e a seguir este foi transferido para uma coluna contendo um tubo coletor e
centrifugou-se por 1 min a 14.000 rpm. O liquido do tubo coletor foi descartado e foi
adicionado a coluna 500 de tampéo de lavagem (10 mM Tris-HCI pH 8,0; 0,1 mM

EDTA, etanol em concentracdo final de 80%). A seguir o sistema foi novamente

" O DNA molde utilizado foram os plasmideos pENTRE/R1 e pENTRE/L TB-R1, j& construidos e cedidos por
Fabricio Rochedo Conceicéo.
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centrifugado nas mesmas condi¢cdes anteriores e o tubo coletor foi descartado. A
coluna foi entdo transferida para um novo tubo de microcentrifuga de 1,5 ml e nela
foi adicionado 30 nl de tampéo de eluicdo (TE 1X), deixando este sistema incubado
a temperatura ambiente por 1 min. Ap6s houve nova centrifugacdo para que o DNA

passasse da coluna para o tubo. O DNA foi armazenado a— 20°C.

2.2.1.3. Digestao dos fragmentosrlelitb-rl
Para que as extremidades dos fragmentos ficassem compativeis com as dos
vetores pUS977, puUS2000 e pAUS, foi realizado uma digestdo com as enzimas de
Xbal e Hindlll.
A reacdo de digestdo foi realizada em volume final de 40 ni. Para tal foram
utilizados 30 m de DNA, 1 i de cada enzima, 4 ml de tampé&o de reacdo 10X e 4 m
de 4gua Milli-Q. A reacéo foi incubada a 37°C, em banho-maria, “overnight” e 5 ni do

produto foram analisados em gel de agarose 0,8 %.

2.2.1.4. Purificacdo dos fragmentos digeridos com o “GFX™ PCR and Gel Band
Purification Kit”

Apés a digestdo dos fragmentos R1 e LTB-R1 com as enzimas de restri¢cao, foi
realizado a purificagdo destes seguindo o protocolo descrito no item 2.2.1.2.

2.2.2. Preparo dos vetores

2.2.2.1. Digestao dos vetores

Os vetores de expressdo utilizados foram os plasmideos pUS977, pUS2000 e
pAUS. Para que a ligacdo dos vetores aos insertos fosse obtida com sucesso, 0s
plasmideos foram também digeridos com as enzimas de restricdo Xbal e Hindlll.

A reacao de digestao foi realizada em volume final de 50 i para cada vetor. Para
tal foram utilizados 40 m de cada DNA, 1 m de cada enzima, 5 nl de tampéao de
reacdo 10X e 3 m de &gua Milli-Q. A reacéo foi incubada a 37°C, em banho-maria,

“overnight” e 5 m do produto foram analisados em gel de agarose 0,8 %.
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2.2.2.2. Tratamento dos vetores com Fosfatase Alcalina (CIP)
Para garantir que durante a ligacdo os plasmideos ndo se religassem foi
-los com CIP (“Calf Intestinal Alkaline Phosphatase). Esta enzima
retira os grupamentos fosfato das extremidades da fita de DNA e assim evita a
recircularizacdo do plasmideo. Os plasmideos foram purificados para retirar o
tampdo e as enzimas de restricdo da digestdo. Foi, entdo, adicionado a solucao
m da enzima CIP e 4 m do seu tampéo de reacao

5X. A mistura foi incubada por 1 hora a 37°C em banho-maria.

2.2.2.3. Inativacao da enzima fosfatase alcalina (CIP)

Este procedimento foi necessario, pois na reacao de ligagdo a CIP poderia retirar
os fosfatos das extremidades dos insertos e impedir a ligagdo dos mesmos aos
vetores.

Esta pratica foi realizada adicionando a cada solugdo 1 nml de EDTA 0,5 M e
incubando-se em banho-maria a 75°C por 10 min. Apds, foi realizada uma nova
purificacdo dos vetores tratados com CIP com o “GFX™ PCR and Gel Band
Purification Kit”, seguindo a metodologia descrita no item 2.2.1.2. Trés microlitros do

produto tratado foi analisado em gel de agarose 0,8 %.

2.2.3. Reagéo de Ligagéo

A ligacdo do DNA foi realizada utilizando-se a enzima T4 DNA ligase (Invitrogen)
num volume final de 20 nl, incubados a 16°C por 2 horas. A proporcéao de inserto:
vetor de 2:1.

Um controle de cada plasmideo foi realizado, ligando-se somente os vetores

(sem insertos).

2.2.4. Transformacdao de E. coli TOP10

As células eletrocompetentes foram removidas do  70°C e descongeladas em
gelo. Um n do produto de cada ligacdo foi adicionado diretamente a 50 n E. coli
TOP10 para transformagéo. A mistura foi colocada em cubetas para eletroporacéo e
submetidas a 2.5 kV, 25 nF e 200 ohms, no eletroporador Gene Pulser Il (BioRad).
Imediatamente apds a eletroporacéo as células foram cultivadas em 550 ml de meio

SOC, transferidas para tubos de micro-centrifugas de 1,5 ml e incubadas em



de amostra 1X contendo 10 ng/ml de RNAse e 15 ml de fenol:cloroférmio. Foi
misturado em vortex e centrifugado por 5 minutos a 14.000 x 9. Em seguida foi
realizada uma eletroforese em gel de agarose 1% aplicando-se a fase superior.

As colbnias que apresentaram inserto foram expandidas em meio LB liquido
estéril com canamicina 50 ng/ml, mantidas sob agitacdo (200 rpm) por 16 horas a

36°C, para posterior extracdo de DNA plasmideal.

2.2.4.2. Extracdo de DNA plasmideal por lise dcalina utilizando “Flexiprep™
Kit”

E. coli da placa contendo meio seletivo que aparentemente
apresentaramm insertos foram cultivadas em 3 ml de meio LB conforme descrito
acima. Apos, foi transferido 1,5 ml da cultura para um tubo de microcentrifuga de 1,5
ml e este foi centrifugado por 1 min a 14.000 rpm. A seguir o sobrenadante foi
removido e o “pellet” ressuspendido em 200 m de Solucédo | em vértex. Apos, foram
adicionados 200 m da Solucéo Il e o tubo foi gentilmente invertido por 10 a 15 vezes.
A seguir foram adicionados 200 ni da Solugéo Ill e o tubo invertido por 10 a 15
vezes. A solugcédo foi centrifugada por 5 min a 14.000 rpm e o sobrenadante
transferido para um tubo de microcentrifuga de 1,5 ml limpo. Ao sobrenadante
adicionou-se 420 nl de isopropanol, sendo a solugdo homogeneizada e incubada a
temperatura ambiente por 10 min. A seguir a solugéo foi centrifugada por 5 min. a
14.000 rpm, o sobrenadante foi desprezado e o “pellet” foi deixado secar a
temperatura ambiente por cerca de 5 min. Apds, foram adicionados 150 mi de
Sephaglas e o tubo invertido gentilmente por 1 min até dissolver o “pellet”. A solucdo

foi centrifugada por 15 s a 14.000 rpm e o sobrenadante removido. O “pellet” foi



26

lavado com 200 ni de tampé&o de lavagem (20 mM Tris-HCI pH 7,5; EDTA 2 mM;
NaCl 200 mM e etanol para uma concentracéo final de 60%) e em seguida o tubo foi
agitado gentilmente para ressuspender o “pellet”. A solucdo foi entdo centrifugada e
0 sobrenadante removido. O tubo foi agitado com as maos para re ssuspender mais
uma vez o “pellet” e incubado por 10 min a temperatura ambiente a fim de que
secasse. Adicionaram-se 50 m de TE 1X e agitou-se o tubo com as maos
periodicamente. A seguir houve nova centrifugacédo e o sobrenadante foi transferido
para um tubo de microcentrifuga limpo. O liquido foi observado contra a luz e a
centrifugacdo repetida caso houvesse restado resquicios de Sephaglas na

suspensao. Os plasmideos foram armazenados a

2.2.4.3. Digestéo para confirmagao dos clones recombinantes

A confirmacao dos recombinantes foi feita através de digestdes com enzimas de
restricdo. Foi utilizada a enzima ECORI para os plasmideos pUS977/R1,
pUS2000/R1 e pAU5/R1 e a enzima BamHI para os plasmideos pUS977/LTB-R1,
pUS2000/LTB-R1 e pAUS/LTB-R1. A reacdo de digestdo foi incubada em banho-
maria a 37°C, “overnight”. Foram digeridos somente os plasmideos como controles.
O produto da digestao foi submetido a eletroforese em gel de agarose 1%.

2.2.5. Transformagéao de M. bovis BCG Pasteur

2.2.5.1. Preparo de células competentes
Com uma ponteira estéril retirou-se uma amostra de uma colénia de BCG e esta
foi ressuspensa em tubos (Falcon, tipo 2059) contendo 50 ml de meio Middlebrook
7H9, adicionado de 0,05% de Tween 80, 0,2% de glicerol e 10% de OADC. A cultura
foi incubada em agitacdo por 5 dias a 36°C. Apds uma incubagédo em gelo de 20 min
as células foram colhidas por centrifugacdo a 4.000 x g por 10 min a temperatura
ambiente. O sobrenadante foi descartado e o “pellet” lavado com 50 ml de agua
estéril, as células foram colhidas por nova centrifugacdo seguindo as mesmas
eriores. O sobrenadante foi descartado e o “pellet” foi ressuspenso em
25 ml de glicerol 10% e houve nova centrifugacdo. O sobrenadante foi descartado e
o precipitado foi ressuspendido em 0,6 ml de glicerol 10% e divididos em aliquotas
de 100 mi para posterior transformacéao.
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2.2.5.2. Eletroporacdo de BCG competente
O eletroporador Gene Pulser Il (Bio Rad) foi utilizado para a eletroporagédo de
M. bovis BCG. Em cubetas de eletroporacdo misturou-se 1,5
nm de DNA a 100 m de células competentes. O eletroporador foi ajustado para 2,5
kV, 25 nF e 800 ohms. Imediatamente apds a eletroporacdo, as células foram
diluidas em 0,5 ml de meio 7H9 e foram incubadas a 36°C por 2 dias. Apos a
-400 m foram plaqueados em meio 7H11 contendo o antibiético de
selecdo apropriado e os transformantes resistentes foram selecionados apés 20 dias
a 36°C e inoculados em 10 ml meio 7H9, contendo o antibiético canamicina,

deixados crescer a 36° por 10 dias.

2.2.6. Andlise por “Western Blot”

lise foi realizada com o objetivo de verificar a expressdo das proteinas
pelos recombinantes.

2.2.6.1. Eletroforese em gel de Poliacrilamida

Os géis de poliacrilamida foram preparados utilizando o sistema de mini-gel
(BioRad), a uma concentracéo de 5% para o gel de empilhamento e 15% para o gel
de separacao conforme tabela 4 e 5.

TABELA 4. Componentes do Gel de Separacéo (15%) de Poliacrilamida

Componentes Quantidade paraum gel
30% Acrilamida Mix 2,5ml
1.5 mM Tris (pH 8.8) 1,3ml
10% SDS 0,05 ml
10% Persulfato de aménio 0,05 ml
TEMED 0,002 ml

Agua milli Q 1,1 ml
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TABELA 5. Componentes do Gel de Empilhamento (5%) de Poliacrilamida

Componentes Quantidade paraum gel
30% Acrilamida Mix 0,17 ml
1.5 mM Tris (pH 6,8) 0,13 ml
10% SDS 0,01 ml
10% Amonium persulfato 0,01 ml
TEMED 0,001 ml
Agua milli Q 0,68 ml

Para preparacdo das amostras foram coletados 5 ml de meio de cultivo com
BCG e centrifugado a 14.000 rpm por 2 minutos. O sobrenadante foi descartado e o
“pellet” ressuspendido em 500 nide Tris-HCI pH 7,5 para auxiliar na lise celular.
Esta solucdo foi submetida a lise por sonicagéo (High Intenity Ultrasonic Processor)
de 15 s por trés vezes cada amostra. Vinte microlitros deste preparado foram
misturados a 20 m do tampdo de amostra 2X e €rvidos por 510 min. Ap6s uma
breve centrifugacdo, o sobrenadante foi aplicado no gel de poliacrilamida ou entdo
armazenado a — 20°C. As amostras armazenadas a -aquecidas a
100°C por 5 min antes de sua aplicacdo no gel.

Um volume de amostra de 15-20 ni foi utilizado e para comparagédo dos pesos
moleculares, 7 m do marcador de peso molecular Prestain (Invitrogen) foi aplicado
em cada gel. A eletroforese foi realizada em tampao de mrrida a 50V até que o
corante do tampéo de amostra tivesse passado do gel de empilhamento e a 140 V
até a 1 cm do fim do gel (cerca de 60 min).

2.2.6.2. Transferéncia das proteinas paraa membrana de nitrocelulose
Logo apoés a eletroforese, os géis foram incubados por 10 min em tampéo de
filtro Whatmam 3 MM e uma membrana de nitrocelulose
Hybond ™ HCL™ (Amersham Biosciences) do tamanho de cada gel foram cortados e
também incubados em tampdo de transferéncia. Para realizacdo da transferéncia,
sanduiche’ foi montado na seguinte ordem: um papel filtro, a membrana de
nitrocelulose, o gel de poliacrilamida e o segundo papel filtro, todos saturados pelo
tampao de transferéncia. O processo foi realizado em um”Bio-Rad Trans-Blot cell”.
Os sanduiches foram colocados dentro de seguradores, com os géis voltados para o

lado negativo, e imersos dentro de uma cuba com tampéo de transferéncia. Esta foi



definitiva, podendo ser removida com uma simples lavagem em TBS-T. Apls a

coloragcdo com ponceau S e lavagem, as membranas foram incubadas por no

minimo 30 min em solucdo bloqueadora de caseina 5% para saturar liga -

2.2.6.3. Deteccado imunologica

Apés a incubacdo com solucdo bloqueadora, foram realizadas 3 lavagens com
TBS-T 1X de 5 min cada. As membranas foram incubadas por 1 hora a temperatura
ambiente e sob leve agitacdo, com 15 ml de TBS-T cada uma, contendo a diluicao
apropriada do anticorpo primario (MAb F1B6), seguida por 3 lavagens de 5 min
cada em TBS-T . As membranas foram, entéo, incubadas por 1 hora em 15 ml de
TBS-T contendo a diluicdo apropriada do anticorpo secundario conjugado com
peroxidase. O excesso do anticorpo secundario foi removido com 3 lavagens de 5
min cada em TBS-T, e a solugdo reveladora CPD-Sart™ Dectection reagent
(Amersham LIFE SCIENCE) foi adicionada na relacdo de 30 a 40 n por cm®de cada
membrana e incubados por 2 min. As membranas foram expostas a um filme de
raio-X por 2 a 5min. Em seguida o filme de raio-X foi submetido a uma solugéo
reveladora até que as bandas das proteinas se tornassem visiveis. Apos, os filmes
ficaram expostos a uma solucéo fixadora por 1 min, seguidos por uma lavagem em
agua para retirar o excesso de sal contido na solucao fixadora.

Dependendo da intensidade do sinal, outras exposi¢cdes foram realizadas. No
caso de solucéo reveladora ser cromogénia, as membranas foram incubadas por 1-5
min nesta solugdo até que as bandas de proteinas se tornassem visiveis e a reacao

foi interrompida com uma lavagem em agua destilada.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Resultados

3.1.1. Obtencéo e preparo das sequéncias génicasrleltb-rl

3.1.1.1. Reacado em cadeia da polimerase (PCR) e Purificacdo de DNA com o

™ PCR and Gel Band Purification Kit”

A amplificacao foi realizada seguindo a metodologia descrita no item 2.2.1.2.

O resultado da amplificacdo pode ser visualizado na figura 1.
1 2 3

FIGURA 1. Amplificacdo do gene que codifica a regido R1 e do gene hibrido que
codifica a LTB-R1 por PCR. Eletroforese em gel de agarose 0,8%: 1. Marcador de
massa molecular 100 pb DNA ladder (Invitrogen); 2. rl e 3. ltb-r1.

Analisando-se a figura acima, verifica-se que houve uma amplificacdo e

purificacdo dos genes dentro do resultado esperado.

3.1.1.2. Digestdo e Purificacdo de DNA com o “GFX™ PCR and Gel Band
Purification Kit”

As digestbes dos fragmentos com enzimas de restricdo encontram-se descritas
no item 2.2.1.3. e, apoés realizou-se nova purificacdo do DNA, segundo protocolo
descrito no item 2.2.1.4. e analisaram-se 5 m do produto em gel de agarose. Embora
tivesse ocorrido perda de DNA durante o processo de digestdo e purificagdo do
fragmento amplificado por PCR, o material obtido no final do processo foi suficiente

para a realizacao das etapas seguintes de clonagem nos diferentes vetores.
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3.1.2. Preparo dos vetores

O mapa dos vetores, gerados com o auxilio do programa de computador Vector
NTI 8.0 (Infomax Inc.), podem ser observados na figura 2.
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FIGURA 2: Desenho esquematico do vetor pUS977, puUS2000 e pAU5 gerado pelo
software Vector NTI 8.0.

3.1.3. Construcgédo dos vetores de expressao
Os vetores escolhidos foram pUS977, pUS2000 e pAUS5, pois estes possuem
respectivamente os promotores Pan, 18 kDa e hsp60 mutado, todos de expresséo
citoplasmatica.
A utilizacdo de promotores diferentes permite a avaliagdo dos diferentes sistemas

de expressdo, ou seja, a maneira na qual o antigeno é expresso, aliado a outros
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fatores como antigeno exégeno utilizado, via de administragdo da vacina, que pode
ter grande importancia na inducdo de uma resposta imune, tanto quantitativamente
como qualitativamente.

O produto da ligacdo descrita no item 2.2.3. foi utilizado para transformar E. coli
TOP10. Foi realizada uma triagem rapida com fenol: cloroférmio e selecionadas
algumas colbnias recombinantes que foram cultivadas e submetidas a extracdo do
DNA plasmidial. O DNA extraido teve clones submetidos a clivagem com ECORI e
BamHlI (figuras 3 e 4).

FIGURA 3: Gel de agarose 1%. Digestdo com as enzimas de restricdo ECORI e
BamHI. 1. Marcador de massa molecular 100 pb DNA ladder (Invitrogen); 2.
Clone pUS977 digerido com ECoRI; 3 e 4. Clones recombinantes pUS977/R1
digeridos com ECORI; 5. Clone recombinante pUS2000/LTB-R1 digerido com
BamHI; 6. Clone pUS2000 digerido com BamHI.

1.500 pb_» * |
600 pb—>

FIGURA 4: Gel de agarose 1%. Digestdo com as enzimas de restricdo ECORI e
BamHI. A: 1. Marcador de massa molecular 100 pb DNA ladder (Invitrogen); 2. Clone
pUS2000 digerido com EcoRI; 3. Clone recombinante pUS2000/R1 digerido com
EcoRI; 4. Clone pAUS5 digerido com EcoRI; 5 Clone recombinante digerido com
EcoRI; B: 1 Marcador de massa molecular 100pb DNA ladder (Invitrogen); 2 Clone
pUS977 digerido com BamHlI; 3. Clone recombinante pUS977/LTB-R1 digerido com
BamHI; 4. Clone pAUS5 digerido com BamHI; 5. Clone recombinante pAU5/LTB-R1
digerido com BamHi.
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Os clones que apresentaram as bandas esperadas foram selecionados e 0s
plasmideos construidos foram denominados de pUS977/R1, pUS2000/R1, pAU5/R1
(figura 5), pUS977/LTB-R1, pUS2000/LTB-R1 e pAU5/LTB-R1 (figura 5 e 6).
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FIGURA 5: Desenho esquemético do vetor pUS977/R1, pUS2000/R1, pAUS5/R1
gerado pelo software Vector NTI 8.0.
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FIGURA 6: Desenho esquematico do vetor pUS977/LTB-R1, pUS2000/LTB-R1 e
pAU5/LTB-R1 gerado pelo software Vector NTI 8.0.

3.1.3.1. Transformacé&o de M. bovis BCG Pasteur

Um clone recombinante de cada plasmideo de expressao construido foi utilizado
para transformar M. bovis BCG competente. Embora durante a manipulagdo dos
meios de cultivo possa ocorrer a contaminagcdo com outras bactérias de crescimento
rapido, e assim haver saturacdo e/ou competicdo dos nutrientes, impedindo que o
BCG (que € de crescimento lento), se estabeleca, a transformacdo ocorreu com

sucesso e sem maiores problemas.

3.1. 4. Expresséo das proteinas recombinantes
A expressao das proteinas foi analisada através c “Western Blot”, mm MAb
F1B6. O resultado desse teste demonstrou no filme de raios-X, bandas nas alturas

esperadas, compativel com o tamanho das proteinas, que eram de 14 kDa para a
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rR1 e 25 kDa para a rLTB-R1. Isto demonstra que o anticorpo monoclonal anti-R1
reconheceu as proteinas expressas em BCG (figuras 7). Tanto para a R1 como para
a LTB-R1 verificou-se expressdo; embora para o plasmideo pAU5/R1 a expressao

parece ter sido baixa.

10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 kDa

176,5
80,9
63,8
49,5
37,4

26,0
19,6

149

9,1

FIGURA 7: “Western Blot” de transformantes de M. bovis BCG Pasteur expressando

a regido R1 da adesina P97, e regido R1 fusionada a subunidade B da toxina

E. coli (LTB-R1): 1. M. bovis BCG néo transformado; 2. Protein Ladder
(Invitrogen); 3. R1; 4. M. bovis BCG/pUS977-R1; 5. M. bovis BCG/pUS2000-R1; 6.
M. bovis BCG/pAU5-R1; 7. LTB-R1; 8. M. bovis BCG/pUS977 LTB-R1; 9. M. bovis
BCG/pUS2000 LTB-R1; 10. M. bovis BCG/pAU5LTB-R1.

3.2. Discusséao

A pneumonia enzodtica suina é uma doencga respiratdria de suinos de ampla

As perdas econ6micas causadas no pais justificam o uso de vacinas em

populacbes de animais em risco. Para isto antigenos vém sendo investigados para

verificar o potencial no uso em vacinas (Bouh et al., 2003; Conceigédo et al., 2004;
Fagan et al., 1997; King et al., 1996; Lin et al., 2002).

Conceicédo et al., (2004) construiram uma vacina de subunidade recombinante
rLTB-R1. Esta vacina induziu em camundongos altos niveis de anticorpos séricos
anti-R1, os quais reconheceram a P97 da cepa patogénica 7448 no Western blot.

Neste trabalho foram construidos vetores de expressdo em M. bovis BCG
contendo a regido R1 da adesina P97 de M. hyopneumoniae e analisado sua
expressdo, uma vez que este antigeno j& demonstrou ser um forte candidato a

Conceicdo et al., 2004).

A fase de amplificacdo dos genes, foi necessario otimizar a PCR, uma vez

gue varias bandas de diferentes tamanhos foram também amplificadas, assim foi
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testado diferentes temperaturas de anelamento, chegando numa temperatura que
demonstrou ser a mais eficaz, que foi 48° C.

Por ser de crescimento lento, a manipulacdo dos meios de cultivo para M. bovis
(BCG) é muito delicada, pois pode ocorrer a contaminagdo com outras bactérias de
crescimento rapido, e assim haver saturacdo e/ou competicdo dos nutrientes,
impedindo que o BCG se estabeleca. Embora isso possa acontecer, a
transformag&o ocorreu com sucesso, sem contaminagoes.

Para avaliar o potencial do BCG recombinante como carreador do antigeno R1
de M. hyopneumoniae, bem como do fusionado LTB-R1, foram testados trés vetores
de expressdo em micobactérias: pUS977, pUS2000 e pAUS5S. Os plasmideos
recombinantes foram caracterizados e introduzidos em BCG para testar a expressao

Mycoplasma hyopneumoniae. Tanto para a proteina R1 quanto para
a proteina R1 fusionada a subunidade B da toxina termolabel de E. coli, a expresséo
foi eficiente sob o controle dos diferentes promotores, com niveis equivalentes de
expressdo in vitro. Os rBCG/rl1 expressaram 4 bandas com massa molecular entre
14 e 19 kDa,sendo que a massa esperada era de 14 kDa. Os rBCG/Itb-rl
expressaram bandas de 25 e 30 kDa, bem como bandas de alo massa molecular
correspondentes a oligomerizacdo da rLTB-R1. A massa da LTB-R1 era de 25 kDa.
Este mesmo resultado foi obtido na expressdo destas proteinas em E. coli,
sugerindo uma hipotética modificacdo p6s traducional.

O plasmideo pUS977 apresenta o promotor P,y de Mycobacterium
paratuberculosis, que foi primeiramente isolado e caracterizado por Murray et al.
(1992) e utlizado para expressar o gene lacZ de E. coli. A imunizacdo de
camundongos com BCG recombinante resultou na indu¢cdo de uma forte resposta
imune humoral e celular contra & - galactosidade. Desde entdo tem sido utilizado
para expressar antigenos heterélogos de diferentes patégenos (Winter et al., 1995).
O rBCG que continha o plasmideo pUS977, promotor P an, apresentou bons niveis de

in vitro tanto para R1 quanto para LTB-R1. Estes resultados confirmam

estudos anteriores os quais indicam que o promotor Pay apresenta potencial para
direcionar a expresséo de antigenos heter6logos em BCG (da Cruz et al., 2001).

Medeiros et al. (2002), compararam a atividade de diferentes promotores de

micobactérias através da atividade da& - galactosidade e constataram que em

BCG, o promotor hsp60 apresenta uma atividade cinco vezes superior aos

promotores 18kDa e Pan. Igualmente, Bastos et al., (2002, 2004) utilizaram o
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plasmideo pUS973 (promotor hsp60), para expressar o0 virus da sindrome
reprodutiva e respiratéria de suinos e obtiveram niveis elevados de expressdo in
vitro. O BCG recombinante, cujo plasmideo continha o promotor hsp60 (embora com
uma mutacdo), € o pAU5, que parece ter tido um bom nivel de expresséao, in Vvitro,
para o antigeno R1. Seixas (2004), que expressou o antigeno LIPL32 de Leptospira
interrogans em BCG, utilizando trés diferentes promotores: hsp60, hsp60 e
sequéncia sinal (MT19) e Py Sendo que todos apresentaram expressao in Vitro,
porém o promotor hsp60 apresentou um menor nivel de expressdo, tanto in vitro
quanto in vivo.
O BCG recombinante, cujo plasmideo continha o promotor 18kDa, apresentou
anto para o antigeno R1, quanto para o antigeno LTB-R1,
0 que confirma estudos anteriores as quais indicam que o promotor 18kDa tem alta
atividade em M. bovis BCG, M. vaccae e M, smegmatis (Medeiros et al., 2002).
Devido a sensibilizacdo a tuberculo-proteinas, atualmente o BCG nao pode ser
usado como vacina em animais pois impossibilita a distincdo entre animais
vacinados e animais doentes. No entanto, estudos com dele¢cdo de genes vem
sendo realizados para que se possa diferenciar as cepas de BCG selvagem das
cepas de BCG vacinal. Neste contexto, por ser uma vacina administrada
rotineiramente, € veiculo de apresentacdo de antigenos recombinates de facil e

Tanto os rBCG/rl quanto os rBCG/tb-rl tiveram sua expressdo confirmada e
S equivalentes de expressdo, encorajando estudos futuros como

candidatos a vacina recombinate contra a pneumonia enzodtica suina.
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4. CONCLUSAO

- Tanto a regido R1 da adesina P97 de M. hyopneumoniae, quanto o hibrido LTB-

R1 foram expressos por M. bovis BCG Pasteur.
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5. PERPECTIVAS FUTURAS

Vacinas recombinantes usando estes vetores estdo sendo preparadas e serdo
posteriormente inoculadas em camundongos e sua capacidade de induzir resposta

imune sera investigada.
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