pExu:LALU: NOVO VETOR DE EXP,RESSAO EUCARIOTICA ENTREGUE POR
BACTERIAS COM PERFIL PROBIOTICO PARA APLICACAO EM TERAPIAS
GENICAS E VACINAS DE DNA
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A producdo de proteinas recombinantes representa um avango na biotecnologia, com
implicagdes para o desenvolvimento de vacinas e terapias génicas. Entretanto, ainda existem
desafios relacionados a eficiéncia da expressao de vacinas de DNA, bem como questdes de
biosseguranga, o que limita a aprovacdo de vetores plasmidiais de expressdo por agéncias
regulatorias. Nesse contexto, o objetivo deste trabalho foi desenvolver um novo vetor
plasmidial de expressdo eucariotica chamado pExu-LALU e avaliar sua entrega as células
eucaridticas por diferentes linhagens bacterianas. Este novo vetor foi projetado a partir de dois
vetores anteriores, o pExu e o pIDV-II, e incorporou elementos que otimizam a expressdo €
seguranca do vetor, incluindo o promotor hibrido CAG (B-actina de galinha/B-globina de
coelho), o elemento de regulacdo pos-transcricional WPRE, o sinal de poliadenilagdo bGH
poly(A) e um marcador de selecdo (canamicina) aprovado pelo FDA. Além disso, o pExu-
LALU apresenta multiplas origens de replicagdo, ORI, repD e repE, possibilitando sua
replicacdo em Escherichia coli e bactérias lacticas como Lactococcus lactis e Lactobacillus
delbrueckii, o que viabiliza sua entrega as células eucaridticas por bactérias com potencial
probiodtico que podem atuar como adjuvantes na inducao da resposta imune. A funcionalidade
do pExu-LALU foi avaliada in vitro por microscopia de fluorescéncia confocal e citometria de
fluxo, utilizando os genes reporteres egfp € mcherry. Além disso, a eficiéncia de expressao do
novo vetor foi comparada com o vetor de geracdo anterior (pExu). O pExu-LALU foi capaz de
promover a expressao in vitro de eGFP e mCherry em células CHO, sendo que a expressao da
proteina mCherry por pExu-LALU apresentou uma intensidade de fluorescéncia 122% superior
ao pExu. Para avaliacdo in vivo, linhagens bacterianas contendo o pExu-LALU foram
construidas, e serdo utilizadas para investigar a expressao ao longo do trato gastrointestinal e a
eficiéncia da entrega do vetor pelas diferentes espécies.
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