Construção de um vetor de expressão de plantas utilizando o gene faeG, visando a produção de vacina contra colibacilose
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1. INTRODUÇÃO

A diarréia em suínos é a causa infecciosa mais comum de mortalidade em animais não desmamados, sendo a Escherichia coli o agente etiológico responsável por 48% destas mortes[4]. A habilidade destas cepas de causar a doença reside, principalmente, na sua capacidade de aderir, proliferar e colonizar o intestino delgado e na produção de enterotoxinas. A colonização na superfície da mucosa das células epiteliais é mediada por proteínas chamadas de fímbrias ou pilli[2].


A fímbria reconhece um receptor de superfície particular da célula epitelial. Existem quatro antígenos fimbriais que diferem antigenicamente entre si: K88 (F4), K99 (F5), 987P (F6) e F41 estão envolvidos na adesão da ETEC na mucosa e sua colonização em superfícies epiteliais do intestino[6]. Entretanto, cepas de ETEC que produzem o antígeno K88 constituem a maioria das cepas de ETEC isoladas de leitões com diarréia. A principal subunidade fimbrial é codificada pelo gene faeG e parece ser responsável pela propriedade adesiva da fímbria[1]. 


Uma estratégia para o desenvolvimento de novas vacinas é a utilização de vetores para produzir e apresentar o antígeno protetor ao sistema imune[3][5]. Plantas para a produção da proteína imunogênica oferecem diversas vantagens, como: baratear o processo devido a obtenção da proteína imunizadora em grande quantidade; diminuir o índice de contaminação das vacinas ou proteínas com toxinas ou vírus de animais, uma vez que plantas não são hospedeiros de tais vírus, ao contrário de bactérias ou animais transgênicos; produzir uma proteína com conformação estrutural mais apropriada se comparada a produção por bactéria e leveduras. Estas vacinas podem produzir igual ou superior proteção comparada às convencionais, sem o risco de induzirem aborto e demonstraram serem baratos e de fácil produção.


O objetivo do presente trabalho foi construir um vetor de expressão de planta contendo o gene faeG que codifica a subunidade maior da fimbria K88 da E. coli enterotoxigênica, visando a produção de uma vacina, contra colibacilose suína, em plantas.
2. MATERIAL E MÉTODOS


O trabalho foi conduzido no Centro de Biotecnologia da Universidade Federal de Pelotas. Para sua execução foram utilizadas diversas técnicas de biologia molecular. Para a construção do vetor de clonagem com o gene de interesse (faeG),  foi ligado o gene ao vetor pUS1997, o vetor resultante foi denominado de pUP153. A clonagem do vetor pUP153 foi realizada pela transformação e cultivo de E. coli visando o posterior isolamento do gene faeG para a construção do vetor de expressão pATC940. O isolamento deu-se mediante a extração do vetor pUP153 a partir das colônias de E. coli pela técnica de lise alcalina, a qual se utiliza de três soluções para a lise bacteriana e liberação do plasmidio. A segunda fase foi a digestão do plasmídio isolado com a enzima XbaI fornecida pela Invitrogen e Amersham Bioscienses. A terceira fase foi a purificação do gene faeG a partir do gel de agarose utilizando o kit de purificação GFXTM PCR DNA and Gel Band Purification Kit (Amersham Pharmacia Biotech Inc). O gene purificado  foi utilizado para proceder a ligação como o vetor de expressão pATC940.

O vetor de expressão pATC940 foi também clonado e purificado seguindo-se os procedimentos metodológicos utilizados para a clonagem e purificação do pUP153. Na fase seguinte foi preparado o pATC940 para receber o gene faeG, o vetor foi tratado com a fosfatase alcalina (CIP) a fim de impedir que as extremidades do mesmo religassem uma vez que foram clivados pela enzima de restrição XbaI. A ligação entre o vetor de expressão pATC940 e o gene faeG foi realizada a 16ºC por duas horas. As proporções quantitativas foram de 1:2 (Vetor:inserto), utilizou-se tampão 5x, T4 DNA ligase e H2O suficiente para completar o volume da reação. Após a ligação procedeu-se a transformação de células competentes de Escherichia coli por choque térmico – é adicionado DNA ao tubo com células competentes, submete-se a mistura à temperatura de 4ºC por 30 minutos, após à temperatura de 42ºC por 45 segundos e novamente a temperatura de 4ºC por 2 minutos, é adicionado LB líquido no tubo e deixado encubar por 1 hora à 37ºC a fim de dar condições para as bactérias crescerem. A seleção de colônias recombinantes fez-se por extração de DNA plasmidial seguido de digestão com a enzima XbaI. 
A orientação do inserto e a fase de leitura pode ser verificada pelo sequenciamento de uma região específica iniciada no promotor pMas e terminada no gene faeG. Para o desenho dos primers, forward: AAAACTGACTCGGATACTTACG (anelamento Pmas); e reverse: CGAACCATTGAAATCACCAG, utilisou-se o programa Vector NTI Suíte 8. O vetor construído será utilizado em futuros trabalhos de transformação de plantas.

3. RESULTADOS E DISCUSSÕES

As diferentes etapas para a construção de um vetor de expressão foram realizadas com sucesso, tendo-se como resultado a construção do vetor de expressão. Conforme demonstrado na Figura 1, o gene faeG (flecha) foi isolado em concentração e qualidade apropriada para proceder a construção do vetor. Após a purificação, aplicou-se a amostra em gel de agarose 0,8% com objetivo de mensurar a concentração, estimar a quantidade e estabelecer a relação das concentrações a fim de realizar a ligação entre o vetor pATC940 e o gene de interesse. Após o procedimento de ligação, e antes da transformação de E. coli, preparou-se um gel de agarose para confirmar o funcionamento da ligação. Assim, na Figura 2, amostra 3, é possível observar que a banda encontra-se levemente em posição mais alta que a banda da amostra 2, sugerindo que tenha ocorrido a ligação entre o vetor+inserto, isto é, que tenha como resultado um vetor pATC940+faeG ligado e circular apto para ser utilizado na transformação de E.coli. Essa diferença na altura de bandas deve-se a migração diferenciada das moléculas de DNA – amostras com moléculas de DNA maiores migram menos, apresentando-se mais altas no gel de agarose, enquanto que amostras com moléculas de DNA menores migram mais rapidamente, apresentando-se mais baixas no gel, seguindo essa lógica, na amostra 3 espera-se encontrar moléculas maiores, o que se explicaria pela ligação entre vetor e inserto  formando o construção pATC940+faeG. Outro indicativo de que a ligação foi bem sucedida é a pouca quantidade de faeG na amostra 3, uma vez que se utilizou uma relação 1:2 entre vetor:inserto, caso não houvesse a ligação, esperaria-se que a banda indicada pela flecha representante do inserto (gene faeG) fosse aparecer com uma intensidade maior no gel. 
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A comprovação da construção do vetor de expressão foi concluida mediante a obtenção de clones recombinantes após a transformação de E.coli com o produto da ligação. Os clones recombinantes foram multiplicados e seu plasmidio extraído, o qual foi submetido à digestão enzimática para liberação do inserto. Na Figura 3, observa-se a liberação do inserto pelo plasmídio na amostra 3 acompanhado dos respectivos controles, evidenciando portanto o sucesso na construção do vetor de expressão contendo o gene faeG que codifica a subunidade maior da fimbria K88 da E. coli enterotoxigênica, visando a produção de uma vacina contra colibacilose suína em plantas.
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4. CONCLUSÃO
Os resultados do presente trabalho permitem concluir que foi possível construir o vetor de expressão pATC940 contendo o gene faeG, o qual codifica a subunidade maior da fimbria K88 da E. coli enterotoxigênica visando a produção de uma vacina contra colibacilose suína em plantas.
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Figura 3. Gel de agarose 0,8% com as amostras de DNA. 1.Marcador ladder 1 kb; 2. vetor pATC940 linearizado; 3. pATC940 digerido, com liberação do inserto do gene faeG; 4. pATC940 não digerido; 5. inserto do gene faeG, controle; 6. Marcador 100 pb.
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Figura 1. Gel de agarose 0,8% com amostras de DNA. 1.marcador ladder 1Kb. 2.pUP153 não digerido.


3.pUP153 digerido liberando o gene faeG


            








Figura 2. Gel de agarose 0,8% com amostras de DNA. 1.marcador ladder 1Kb. 


2.pATC940 controle.


3. Reação da ligação            
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