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1. INTRODUCAO

A leptospirose € uma zoonose de carater global, causada por espiroquetas
patogénicas do género Leptospira, que tem reemergido como importante causa de
mortalidade quando em sua forma severa, a qual é caracterizada por ictericia,
faléncia renal e hemorragia pulmonar (Ko, 2009). As vacinas disponiveis, baseadas
no microrganismo inativado, geram uma imunidade de curta duragcdo e sorovar-
especifica ja que direcionam a resposta imune para o lipopolissacarideo (Barthi,
2003; Adler, 2009). Nesse contexto, se faz necessario o desenvolvimento de uma
vacina que gere protegcao cruzada contra os diferentes sorovares de Leptospira
(McBRIDE, 2005).

As proteinas LigA e LigB tem sido apontadas como candidatas promissoras para
o desenvolvimento de uma vacina contra leptospirose, pois localizam-se na
membrana externa das leptospiras e sao fortemente reconhecidas pelo soro de
pacientes diagnosticados com a doenga (Matsunaga, 2003; Koizumi, 2004; Croda,
2007). As proteinas do grupo Lig estao presentes apenas nas espécies patogénicas
e possuem a propriedade de se ligarem em componentes da matriz extracelular,
como fibronectina, colageno e laminina (Palaniappan, 2002; Choy, 2007).

LigA e LigB possuem repeticdes em tandem de aproximadamente 90 residuos
de aminoacidos. Essas proteinas apresentam 100% de identidade nos dominios
repetitivos de suas porgdes N-terminal (fragmento LigBrep). Os dominios repetitivos
das porgbes C-terminal, entretanto, apresentam grande diversidade (fragmentos
LigAni e LigBni). LigB ainda possui um longo dominio C-terminal n&o repetitivo que
esta ausente em LigA (fragmento LigBCT) (Palaniappan, 2002; Matsunaga, 2003).

Mycobacterium bovis BCG oferece uma série de vantagens quando utilizado
como vetor vacinal, como por exemplo: estabilidade, seguranga, baixo custo de
producao, capacidade adjuvante e indugdo de imunidade humoral e celular (Ohara
and Yamada, 2001). Diversos antigenos heterdlogos ja foram expressos em BCG
com sucesso (Bastos, 2009). Entretanto, a presenca de genes de resisténcia a
antibiéticos nos vetores empregados para transformagédo de BCG compromete sua
utilizacdo como vacina vetorizada. BCG AleuD é uma cepa cujo gene para sintese
de leucina foi nocauteado. O sistema de complementagdao auxotréfica de leucina
funciona como marcador de selegao mais eficiente do que genes de resisténcia a
antibidtico, pois mantém a selegéo in vivo (Borsuk, 2007).

Este trabalho teve como objetivo clonar os fragmentos dos genes ligA e ligB no
vetor pUP410 de forma a construir os vetores recombinantes para posterior
expressao das proteinas em M. bovis BCG AleuD.
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2. MATERIAIS E METODOS

Os fragmentos ligAni, ligBni, ligBrep e ligBCT foram amplificados por PCR com
primers especificos contendo sitio de restricdo para enzima Kpnl, a partir de
cassetes de expressdao em M. bovis BCG Pasteur previamente construidos com a
sequéncia do promotor de 18 kDa de M. leprae. 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%.

O vetor de expressdo em micobactéria pUP410, que carrega o gene AleuD para
complementagao auxotrofica da cepa BCG AleuD e possui origem de replicagdo em
E. coli e em micobactéria, foi digerido com a enzima de restricdo Kpnl, assim como
os fragmentos amplificados, e submetido ao tratamento com a enzima fosfatase
alcalina (CIP). Os alvos amplificados foram ligados ao vetor pUP410 com a enzima
T4 DNA ligase (Invitrogen) e o produto das ligagdes foi inserido em E. coli TOP10
através de eletroporagéo.

Os clones recombinantes gerados foram selecionados através de uma extragao
rapida de DNA com fenol-cloroférmio. Esses clones foram propagados em meio
liquido e submetidos & extragdo de plasmideos com o kit GFX™ Micro Plasmid Prep
(GE Healthcare). A extracao de plasmideo foi checada através de eletroforese em
gel de agarose 0,8% e a presencga do inserto foi confirmada por reacao de PCR.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

As sequéncias codificadoras ligAni, ligBni, ligBrep e ligBCT foram eficientemente
amplificadas por PCR a partir dos cassetes de expressdo em M. bovis BCG Pasteur,
gerando fragmentos de 2078, 1747, 2029 e 1822 pb, respectivamente (Figura 1), o
que equivale ao tamanho do gene somado a sequéncia do promotor de 18 kDa.
Apods purificagdo e digestdo com a enzima Kpnl, os produtos de PCR foram
clonados com sucesso no vetor pUP410.

Figura 1: PCR dos fragmentos dos genes ligA e ligB. Coluna 1: Marcador de massa molecular
1kb Plus DNA ladder. Colunas 2-5: genes ligBni, ligAni, ligBCT e ligBrep, respectivamente.

ApoOs a transformacgéo por eletroporacdo em E. coli, foram selecionados quatro
clones recombinantes, um para cada fragmento, os quais foram denominados
pUP410/ligAni, pUP410/ligBni, pUP410/ligBrep e pUP410/ligBCT (Figura 2).
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Figura 2: Mapa dos vetores de expressdo em M. bovis BCG AleuD construidos.

Esses clones foram cultivados para extragdo dos plasmideos, cujo resultado foi
observado em gel de agarose (Figura 3). A presenca do inserto foi confirmada
através de reacao de PCR, onde foi possivel amplificar com sucesso as sequéncias
alvo no tamanho esperado (dados nao mostrados).

Figura 3: Extragéo dos plasmideos utilizando o kit GFX™ Micro Plasmid Prep. Coluna 1-4:
pUP410/ligAni, pUP410/ligBni, pUP410/liBrep e pUP410/ligBCT, respectivamente.

4. CONCLUSOES
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As estratégias adotadas para constru¢ado dos vetores recombinantes foram bem
sucedidas, em funcdo da obtencdo de clones recombinantes. As perspectivas
futuras envolvem a avaliagcdo da expressdo das proteinas recombinantes em M.
bovis BCG AleuD, para posteriores ensaios em hamsters com as vacinas
vetorizadas construidas. Com isso, pretende-se analisar a resposta imune humoral e
celular induzida pelas vacinas, bem como determinar o potencial imunoprotetor das
mesmas.
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