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assombros... Um esta sempre no escuro, s6 no ultimo derradeiro é que clareiam a sala. Digo: o
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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi produzir, purificar e avaliar as toxinas e antitoxinas C e D de
Clostridium botulinum, beta e épsilon de Clostridium perfringens, bem como compara-las aos
padrdes existentes utilizados pelos 6rgdos oficiais, visando suas utilizacfes em pesquisas para a
producdo de novas vacinas, desenvolvimento e implementacdo de métodos alternativos para
diagndstico e controle de vacinas clostridiais. A produgdo das toxinas foi realizada por meio do
cultivo das estirpes em meios especificos para cada espécie em biorreator de bancada. As toxinas
C e D de C. botulinum foram purificadas por filtracdo em gel. A toxina beta de C. perfringens
tipo C foi purificada por meio de cromatografia por afinidade metélica, utilizando o zinco como
agente quelante. A toxina épsilon de C. perfringens tipo D foi purificada por cromatografia de
troca anidnica. As imunoglobulinas G e Y foram produzidas pela maltipla imunizacéo de ovinos
e galinhas, respectivamente, com as toxinas purificadas inativadas e conjugadas ao adjuvante de
Freund. Posteriormente, as IgG foram purificadas por meio das precipitacdes por &cido caprilico
e sulfato de amonio; e as IgY foram purificadas pela precipitacdo por sulfato de aménio. As
toxinas C e D de C. botulinum foram purificadas ao nivel de varias bandas em gel de SDS-PAGE,
as quais representam as toxinas, suas subunidades e proteinas auxiliares associadas. A toxina beta
de C. perfringens tipo C foi purificada ao nivel de uma banda de alta intensidade em gel, e poucas
bandas com alto peso molecular e de fraca intensidade que podem se tratar de formas
oligomerizadas da toxina. A toxina épsilon de C. perfringens tipo D foi purificada ao nivel de
uma banda de altissima intensidade em gel de SDS-PAGE, e poucas bandas de alto peso
molecular e de baixissimas intensidades. As toxinas padrBes produzidas por este estudo
apresentaram rendimentos proteicos e purezas superiores aos padrbes oficiais. As IgG e IgY
produzidas e purificadas obtiveram altos titulos, evidenciando a qualidade dos imundgenos e da
purificacdo das imunoglobulinas. Além disso, apresentaram altos indices de avidez, maiores que
os indices dos padrdes oficiais, evidenciando a qualidade superior dos insumos produzidos por
este estudo. O presente trabalho produziu insumos, toxinas e antitoxinas clostridiais, com altos
graus de pureza e de qualidade superior aos insumos oficiais nacionais, podendo ser utilizados
para o desenvolvimento de novos métodos diagndsticos, vacinas e metodologias de controle da
gualidade das vacinas.

Palavras-Chave: Clostridium botulinum, Clostridium perfringens, tipo C, tipo D, anticorpo,
imunoglobulina, 1gG, 1gY, ovino, galinha.
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ABSTRACT

The objective of this work was to produce, purify and analyze the toxins and antitoxins C and D
from Clostridium botulinum, beta and epsilon from Clostridium perfringens, as well as to
compare them to the existing standards used by the official organs, aiming their uses in research
for the production of new vaccines, development of alternative diagnostic methods and quality
control of vaccines. The production of the toxins was carried out by fermentation of the strains in
specific media for each species in a bench bioreactor. C. botulinum C and D toxins were purified
by gel filtration. C. perfringens type C beta toxin was purified by immobilized-metal affinity
chromatography using zinc as a chelating agent. C. perfringens type D epsilon toxin was purified
by anion exchange chromatography. Immunoglobulins G and Y were produced by multiple
immunization of sheep and chickens, respectively, with inactivated purified toxins in Freund's
adjuvant. Subsequently, 1gG were purified by precipitation by caprylic acid and ammonium
sulfate, and the IgY were purified by ammonium sulfate precipitation. C. botulinum C and D
toxins were purified to the level of several SDS-PAGE gel bands, which represent the toxins, their
subunits and accessory proteins associated. C. perfringens type C beta toxin was purified to the
level of a high intensity gel band, and few bands of high molecular weight and low intensity which
may be oligomerized forms of the toxin. C. perfringens type D epsilon toxin was purified to the
level of a very high intensity gel band, and few bands of high molecular weight and very low
intensities. The standard toxins produced by this study showed higher yields of protein and higher
purity when compared to the official standards. The produced and purified 1gG and IgY obtained
high titers, revealing the quality of the immunogens and purification methods. In addition, they
presented high avidity indexes, higher than the indexes of the official standards, indicating the
superior quality of the products generated by this study. The present work produced clostridial
toxins and antitoxins with high purity levels and superior quality when compared to the official
national ones, and they can be applied for the development of new diagnostic methods, vaccines
and methodologies for quality control of vaccines.

Keywords: Clostridium botulinum, Clostridium perfringens, type C, type D, antibody,
immunoglobulin, 1gG, IgY, ovine, chicken.
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1. INTRODUCAO

Clostridium spp. sdo bactérias com forma de bastonetes Gram-positivos, esporulados e
anaerobios estritos. O género foi primeiramente descrito por Prazmowski em 1880 e desde entdo
foram identificadas mais de 225 espécies distribuidas em areas geograficas distintas, contando
com cerca de 17 espécies patogénicas para animais e/ou seres humanos (Poxton, 2006).

Devido a alta capacidade de esporulacdo, forma de resisténcia desses anaerdbios no
ambiente, os clostridios sdo capazes de se manter potencialmente infectantes, mesmo em
condicBes de aerobiose, por longos periodos, representando um risco significativo para a
populagdo animal e humana. Os processos infecciosos e intoxicagdes que afetam o0s animais
domeésticos causados por bactérias do género Clostridium sdo genericamente chamados de
clostridioses, sendo considerados doencas com altas taxas de letalidade e mortalidade,
acarretando grandes prejuizos econdmicos ao setor produtivo priméario (Lobato et al. 2013).

As bactérias patogénicas que compdem este género causam doencas basicamente por dois
mecanismos: producédo de toxinas e invasdo de tecidos. A maior parte das infecgdes clostridiais
acontece ap0s a entrada dos clostridios no organismo na forma esporulada, por meio de alimentos
ou agua contaminados, feridas ou por inalacdo. Sob condicGes favoraveis, esses clostridios
germinam, passando da forma esporulada para vegetativa e produzindo grandes quantidades de
toxinas no organismo do hospedeiro. Existe ainda a possibilidade de causarem intoxicacéo,
quando as toxinas pré-formadas no ambiente ou alimento sdo ingeridas. Independentemente da
espécie, as exotoxinas clostridiais sdo potentes e responsaveis pelo quadro patolégico especifico
de cada uma das clostridioses (Popoff & Bouvet, 2009).

Dentre as toxinas clostridiais, as neurotoxinas botulinicas C e D (BoNT), produzidas por
C. botulinum tipos C e D respectivamente, sdo as principais causadoras da grande maioria dos
casos de botulismo nos animais (Lobato et al. 2013). Reconhecidas como as toxinas de origem
microbiana mais potentes existentes, sdo atualmente consideradas como potenciais agentes de
bioterrorismo e guerra biolégica. O mecanismo de acdo das BoNT é dotado de trés etapas. Na
primeira etapa, as cadeias pesadas das BONT se ligam as membranas de neurdnios, principalmente
colinérgicos; na segunta etapa, as BoNT sdo translocadas para o citoplasma neuronal via
endocitose; finalmente, na terceira etapa, as cadeias leves das BoNT clivam uma ou mais
proteinas SNARE, responsaveis pela ancoragem e fusdo de vesiculas contendo
neurotransmissores nos terminais pré-sinapticos. Como resultado, ocorre reducao da liberacéo de
acetilcolina nas jungdes neuromusculares, o que leva a inabilidade para contragdo muscular ou
paralisia flacida dos musculos esqueléticos (Aoki et al 2010).

A toxina beta produzida por C. perfringens tipos B e C é responsavel por grande parte
dos quadros enterotoxémicos nos ruminantes domeésticos, principalmente em animais recém-
nascidos. Causadora de enterites necréticas e hemorragicas e, frequentemente, sinais neurol6gicos
e mortes-subitas, essa toxina exerce seus efeitos por meio da formacao de poros nas células-alvo,
despolarizagdo celular e alteracdo da permeabilidade vascular (Uzal et al., 2010).

A toxina épsilon produzida por C. perfringens tipos B e D é causadora de enterotoxemia
por superalimentagdo nos ruminantes domesticos, principalmente ovinos. Reconhecida como o
terceiro fator de origem microbiana mais potente conhecido, essa toxina também é considerada
um potencial agente de bioterrorismo e guerra biolégica. Ap6s um desequilibrio na microbiota
intestinal, C. perfringens se replica de forma exacerbada no intestino e produz grande quantidade
da protoxina épsilon. Esta é ativada por proteases especificas, age localmente e é absorvida,
causando lesdes em outros 6rgdos, tais como 0s rins, pulmdes e cérebro. Nos érgdos-alvo, as
toxinas se ligam a receptores ainda desconhecidos, se oligomerizam, formam poros ativos na
membrana celular, e causam alteracdes e danos celulares (Alves et al., 2014). O quadro 1.1
apresenta as principais caracteristicas das toxinas discutidas acima.
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Quadro 1.1 - Principais caracteristicas das toxinas C e D de Clostridium botulinum tipos C e D, beta e
épsilon de Clostridium perfringens tipos C e D.

Botulinicas C e D ..
Beta (CPB) Epsilon (ETX)
(BotC e BotD)
o Clostridium Clostridium Clostridium
Principal Agente . _ .
botulinum C e D perfringens C perfringens D

Enterotoxemias por Enterotoxemias por

Doenca Botulismo . ) ) )
C. perfringens tipo C C. perfringens tipo D

Peso Molecular (kDa) 150 35 34

Formacéo de poros,

Inibicéo da liberacéo L Formacé&o de poros,
) despolarizagéo celular,
. ) ) de neurotransmissores 3 alteracdo da
Atividade Bioldgica L o alteracéo da -
pré-sinapticos, inibicdo . permeabilidade celular,
3 permeabilidade L
da contragdo muscular destruicdo celular
vascular

DL 50 (/kg
0,5-5ng 0,4-50 ug 100 ng
camundongo

As toxinas clostridiais chamam a atencdo pela sua grande poténcia e consideraveis
impactos que causam nos sistemas de producao, sendo responsaveis por elevados indices de perda
nos rebanhos (Popoff & Bouvet, 2009). Apesar do significativo nimero de casos, a maior parte
dos diagndsticos é baseada apenas em sinais clinicos pouco conclusivos e/ou lesdes de necropsia,
existindo poucos relatos de confirmacdo laboratorial. Muitas vezes, o diagnéstico laboratorial,
importante para determinar o agente etioldgico e guiar as medidas preventivas e de controle para
o0 problema, néo ¢é realizado por falta de imunoreagentes e/ou falta de pessoal capacitado para a
realizacdo dos testes (Lobato et al., 2013). Tais testes, via de regra, envolvem a utilizacdo de
anticorpos frente as toxinas clostridiais, 0s quais ndo sdo produzidos em quantidades satisfatorias
para atender a demanda nacional.

Tendo em vista que os clostridios passam por uma forma de resisténcia as condi¢fes
ambientais adversas denominada enddsporo, bem como sua ampla distribuicdo ambiental e no
trato gastrointestinal de animais e humanos, estes agentes sdo de erradicacdo praticamente
impossivel. Dessa forma, o controle e a profilaxia das clostridioses sdo baseados principalmente
na vacinacdo sistematica do rebanho com bacterinas e toxdides especificos, além de préaticas
adequadas de manejo (Lobato et al., 2013). Atualmente, estima-se que no Brasil sejam produzidas
em torno de 250 milhdes de doses de vacinas clostridiais a cada ano (Informacéo Pessoal, George
Caldeira, LANAGRO/MG) e um total de 30 produtos veterinarios com diferentes formulacGes
variando desde vacinas monovalentes a polivalentes com até 11 antigenos clostridiais.

O teste oficial de poténcia de vacinas contra o botulismo foi implementado no Brasil em
2002 pela Instrucdo Normativa 23 (Brasil, 2002), baseada na técnica descrita e utilizada na Africa
do Sul (Lobato et al., 1998). A partir de 2008, foi introduzido o controle oficial para os toxoides
beta e épsilon produzidos por C. perfringens tipos C e D. Até entdo apenas 0s componentes contra
C. chauvoei e C. botulinum eram oficialmente testados. Esse incremento na fiscalizagdo foi um
significativo avanco para certificagdo de garantida desses produtos veterinarios, mas infelizmente,
nem todos os antigenos clostridiais sdo fiscalizados. O proximo componente a ser testado
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oficialmente devera serd o toxoide alfa de C. septicum (Informacdo Pessoal, George Caldeira,
LANAGRO/MG).

A técnica “padrdo ouro” utilizada na realizacdo dos testes de poténcia dos toxdides
clostridiais e diagnostico de grande parte das clostridioses é a soroneutralizagdo em camundongos.
Apesar da reconhecida sensibilidade, repetibilidade e confianca, este método é demorado (2-4
dias), pode apresentar resultados extremos e € relativamente caro, por requerer grande nimero de
animais (Wood, 1991).

Com o inicio dos questionamentos bioéticos em relagdo ao uso de animais para esses fins,
iniciou-se uma corrida com o propdésito de desenvolver métodos alternativos in vitro que
apresentassem resultados rapidos, confiaveis, sensiveis e especificos, aliados a um baixo custo
(Souza Jdnior et al., 2010). Um exemplo brasileiro foi o desenvolvimento de um ensaio
imunoenzimatico (ELISA) para mensurar a resposta de anticorpos contra o toxoide épsilon de C.
perfringens tipo D, produto este que esta atualmente em fase de validagdo para emprego no teste
de poténcia (Parreiras, 2001).

Além dos ELISA, outras metodologias também utilizadas para essa finalidade tém
ganhado destaque no cenério cientifico mundial. Nesse contexto, o uso de linhagens celulares,
baseado na citotoxidade in vitro, tem se mostrado uma alternativa viavel e eficaz a
soroneutralizacdo em camundongos. O modelo celular permite, ainda, observar e estudar a
atividade bioldgica da toxina, o que ndo é possivel em outras técnicas, tais como os ELISA. A
soroneutralizacdo celular foi recentemente padronizada, no Brasil, para avaliacdo dos toxoides
alfa de C. septicum, épsilon de C. perfringens tipo D e alfa de C. novyi tipo B (Salvarani et al.,
2010; Souza-Junior et al., 2010; Lima et al., 2011).

Independentemente da metodologia in vitro ou in vivo a ser implementada, um grande
gargalo enfrentado por grupos de pesquisas em diagnéstico e vacinas, laboratrios para
diagndstico, industrias produtoras de vacinas e o 6rgdo oficial (Ministério da Agricultura,
Pecuéria e Abastecimento - MAPA) ¢é a dependéncia da producao e/ou importacdo de insumos
padrdes, como toxinas e antitoxinas, representando assim um empecilho para o0 bom andamento
das pesquisas, testes e implementacdo de métodos alternativos. Tais dificuldades comumente
inviabilizam o cumprimento de metas e prazos devido as dificuldades para a producdo nacional
de insumos de qualidade, bem como ao tempo requerido e custos para a chegada dos mesmos no
Brasil, quando importados.

Além disso, as toxinas e antitoxinas padrdes nacionais e importadas utilizadas no pais ndo
apresentam nenhum grau de pureza. Insumos purificados sdo essenciais para o desenvolvimento
de novas metodologias de diagnostico, novas vacinas, novos métodos de controle da qualidade
das vacinas, bem como aumentam expressivamente a sensibilidade, especificidade e
confiabilidade dos testes empregados para o diagndstico e controle das vacinas clostridiais.

A tecnologia e conhecimento para produgdo desses insumos avangou de forma
significativa, conferindo ao pais condi¢Ges necessarias para suas producdes. Sendo assim, ha a
necessidade de, além de produzir insumos de qualidade, padronizar os insumos e garantir suas
purezas para que 0s mesmos possam ser utilizados pelas industrias, 6rgdos oficiais e instituicdes
de pesquisa.

A producéo e purificacdo desses insumos traria vantagens e independéncia cientifica ao
pais. Permitiria o desenvolvimento de novas técnicas in vitro, como alternativas as técnicas in
vivo para diagnostico e controle das vacinas clostridiais; permitindo estabelecer ainda a real
situacdo destas enfermidades no pais, e possibilitando a implementacdo de um programa de
controle mais efetivo. A producéo e purificacdo das toxinas e antitoxinas clostridiais traria ainda
outros beneficios e oportunidades, tais como: a futura certificagdo dos mesmos, a validacdo de
métodos, controle da qualidade de métodos de ensaio, estabelecimento de valores de referéncia,
avaliacdo da competéncia das equipes técnicas, monitoramento de laboratorios e uso em controles
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interlaboratoriais. A ainda restrita oferta desses imunoreagentes no Brasil, como também as
dificuldades alfandegérias, de tempo e custos envolvidos para a sua obtengdo no exterior,
justificam por si projetos que resultem na sua produgdo nacional.

Tendo em vista a importancia e urgéncia da obtencao destes insumos clostridiais a nivel
nacional, o projeto que precedeu o presente trabalho estd vinculado ao projeto aprovado pelo
Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPQ), com o nimero de
processo 455717/2014-1. Este projeto e o presente trabalho foram desenvolvidos por meio da
parceria entre as institui¢ces: Escola de Veterinaria da UFMG, Fundacéo Ezequiel Dias de MG e
Laborat6rio Nacional de Agropecuéria de Pedro Leopoldo em MG.
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2. OBJETIVOS
2.1. Geral

Produzir, purificar e avaliar as toxinas e antitoxinas C e D de Clostridium botulinum tipos
C e D respectivamente, beta e épsilon de Clostridium perfringens, bem como compara-las aos
padrdes existentes utilizados pelo 6rgao oficial nacional.

2.2. Especificos

. Produzir as toxinas C e D de Clostridium botulinum, beta e épsilon de Clostridium
perfringens;

. Purificar as toxinas C e D de C. botulinum, beta e épsilon de C. perfringens;

. Produzir as antitoxinas C e D de C. botulinum, beta e épsilon de C. perfringens, em ovinos
e galinhas;

. Purificar as antitoxinas C e D de C. botulinum, beta e épsilon de C. perfringens;

. Testar a avidez das antitoxinas produzidas e purificadas C e D de C. botulinum, beta e
épsilon de C. perfringens;

. Comparar as caracteristicas dos padrdes produzidos com agueles existentes e utilizados

pelo érgao oficial nacional.
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3. REVISAO DE LITERATURA
3.1. Clostridium spp.
3.1.1. Introducéo

Clostridium spp. sdo bactérias com forma de bastonetes Gram-positivos, esporulados e
anaerobios estritos. O género foi primeiramente descrito por Prazmowski em 1880 e desde ent&o
foram identificadas mais de 225 espécies distribuidas em areas geograficas distintas, contando
com cerca de 17 espécies patogénicas para animais e/ou seres humanos (Poxton, 2006).

Devido a alta capacidade de esporulagdo, forma de resisténcia desses anaer6bios no
ambiente, os clostridios sdo capazes de se manter potencialmente infectantes, mesmo em
condi¢bes de aerobiose, por longos periodos, representando um risco significativo para a
populagdo animal e humana. Os processos infecciosos e intoxicacdes que afetam o0s animais
domésticos causados por bactérias do género Clostridium sdo genericamente chamados de
clostridioses, sendo considerados doengas com altas taxas de letalidade e mortalidade,
acarretando grandes prejuizos econdmicos ao setor produtivo priméario (Lobato, et al. 2013).

As bactérias patogénicas que compdem este género causam doengas basicamente por dois
mecanismos: producédo de toxinas e invasdo de tecidos. A maior parte das infec¢des clostridiais
acontece ap0s a entrada dos clostridios no organismo na forma esporulada, por meio de alimentos
ou agua contaminados, feridas ou por inalacdo. Sob condicGes favoraveis, esses clostridios
germinam, passando da forma esporulada para vegetativa e produzindo grandes quantidades de
toxinas no organismo do hospedeiro. Existe ainda a possibilidade de causarem intoxicacéo,
quando as toxinas pré-formadas no ambiente ou alimento sdo ingeridas. Independentemente da
espécie, as exotoxinas clostridias sdo potentes e responsaveis pelo quadro patoldgico especifico
de cada uma das clostridioses. Em suma, as toxinas clostridiais chamam a aten¢do pela sua grande
poténcia e consideraveis impactos que causam nos sistemas de producéo, sendo responsaveis por
elevados indices de perda nos rebanhos (Popoff & Bouvet, 2009).

3.1.2. Clostridium botulinum

Clostridium botulinum, por meio da producéo de neurotoxinas, é o causador de quadros
de botulismo em humanos, animais domésticos e selvagens. Atualmente, existem descritos oito
tipos ou sorotipos deste micro-organismo, de A a H, sendo o Ultimo reportado recentemente, bem
como mais de 30 subtipos diferentes (Hill e Smith, 2013; Barash e Arnon, 2014).

Os animais possuem diferentes susceptibilidades aos sorotipos de C. botulinum. Os
bovinos séo susceptiveis aos tipos C e D, e raramente acometidos pelos tipos A e B. Os equinos
sdo sensiveis a todos os sorotipos. Os cdes sdo menos sensiveis, sendo o botulismo causado pelos
sorotipos A, B e C, mas de forma rara. As aves sdo acometidas pelos tipos C e, mais raramente,
A e E, embora elas possam eliminar todos os sorotipos em seus dejetos (Rodloff e Kriiger, 2012).
Todas as espécies de aves sdo susceptiveis ao botulismo, havendo, porém, diferengas
significativas com relacdo a sensibilidade as toxinas botulinicas. Em geral, aves herbivoras sdo
mais sensiveis que carnivoras, sendo os abutres considerados extremamente resistentes (Alves et
al., 2013). Humanos sdo acometidos principalmente pelos tipos A, B e E, e de forma menos
comum pelos tipos F e H (Barash e Arnon, 2014; Rosow e Strober, 2015).

As neurotoxinas botulinicas sdo a substancia de ocorréncia natural de maior poténcia ja
conhecida, com uma dose letal em 50% dos camundongos (DLsy) de 0,5-5 ng/kg. Essas
neurotoxinas sdo proteinas de 150 kDa compostas por uma cadeia pesada de 100 kDa, e uma
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cadeia leve de 50 kDa. As cadeias pesadas possuem dois dominios funcionais: um dominio C-
terminal envolvido na ligacdo da toxina & célula nervosa; e um N-terminal envolvido na
movimentacdo da cadeia leve para o citoplasma da célula nervosa. As cadeias leves sdo
endopeptidases dependentes de zinco que agem dentro da célula nervosa clivando proteinas
importantes para o complexo de acoplamento e fusdo das vesiculas contendo neurotransmissores.
Como consequéncia, ndo ha liberacdo desses neurotransmissores levando a paralisia flacida
(Carter e Peck, 2015).

As toxinas botulinicas formam complexos com proteinas acessorio, como as
hemaglutininas (HA) e ndo hemaglutininas ndo toxicas (NTNH) de varios tamanhos (300 até 900
kDa). Essas proteinas protegem as neurotoxinas e parecem facilitar sua absor¢do no corpo. O
complexo de hemaglutininas da neurotoxina tipo A, por exemplo, se liga as proteinas de adesao
celular, comprometendo as juncOes celulares entre as células epiteliais do intestino, e facilitando
a absorcdo da toxina (Lee et al., 2014). Os genes que codificam as toxinas e suas proteinas
acessorio estdo situados juntos em aglomerados conservados das neurotoxinas. A origem dos
genes responsaveis pela expressao das neurotoxinas varia entre os tipos de C. botulinum: tipos A,
B, E e F, os quais causam o botulismo humano, sdo de origem cromossomal; tipos C e D,
responsaveis pela grande maioria dos casos da doenca nos animais, possuem origem em
bacteri6fagos; ja para o tipo G a origem é plasmidial (Briiggemann, 2005; Swaminathan, 2011).

Apos ultrapassarem a barreira epitelial do intestino, as neurotoxinas botulinicas entram
no sistema linfatico e circulatorio, podendo permanecer por muitos dias na circulagdo. Em
seguida, se ligam especificamente a nervos terminais periféricos, particularmente aqueles nervos
autonémicos colinérgicos e da musculatura esquelética. Para se ligar a membrana pré-sinaptica
dos nervos terminais, as toxinas utilizam dois tipos de receptores: um polisialogangliosidio (PSG)
e um receptor proteico no lume das vesiculas sinapticas. O mecanismo pelo qual a toxina
botulinica é internalizada na célula ainda é desconhecido. No entanto, € possivel que ela utilize
as vesiculas sindpticas como um “cavalo de Troia” para entrar nos neurdnios terminais; outras
vesiculas e rotas de trdfego parecem também contribuir para a internalizagdo (Rosseto et al.,
2014).

Para atingirem as proteinas SNARE, responsaveis pela ancoragem e fusdo de vesiculas
contendo neurotransmissores nos terminais pré-sinapticos, no citosol das células nervosas, a
cadeia leve deve ser translocada da vesicula para o citoplasma. Para tal, as neurotoxinas exploram
dois eventos fisioldgicos que ocorrem nos nervos terminais: a endocitose de vesiculas sinapticas
(para entrar nos nervos); e a recarga de neurotransmissores das vesiculas sinapticas (para a entrada
da cadeia leve no citosol). As neurotoxinas utilizam canais para ions para a translocacgéo da cadeia
leve para o citoplasma. O baixo pH dentro das vesiculas sindpticas induz uma mudanca
conformacional no dominio N-terminal da cadeia pesada, a qual se insere na membrana e forma
canais para a translocacéo da cadeia leve para o lado citosolico da vesicula (Rosseto et al., 2014).

As cadeias leves das neurotoxinas botulinicas quebram proteinas SNARE especificas:
VAMP (proteina de membrana associada a vesicula), SNAP25 (proteina associada ao
sinaptossoma) ou sintaxina. O tipo C cliva a SNAP25 e a sintaxina; os tipos B, D, F e G clivam a
VAMP; e os tipos A e E clivam a SNAP25. A clivagem e inativacdo de qualquer uma dessas trés
proteinas levam a inibicdo da liberacdo de neurotransmissores. Caso ndo leve o animal ou humano
acometido a 6bito, a acdo das toxinas botulinicas pode ser reversivel, visto que elas ndo atingem
o corpo celular neuronal e ndo matam os neurénios (Rosseto et al., 2014).

Nos animais, destacam-se o botulismo nos ruminantes e nas aves. O botulismo nos
ruminantes pode ocorrer de forma epizodtica ou esporadica. Na forma epizodtica, animais com
alta exigéncia nutricional, como fémeas gestantes ou em lactacéo, criados em solos e pastagens
pobres em minerais, principalmente fosforo, sem suplementacdo mineral adequada, desenvolvem
o0 habito de osteofagia (ingestdo de 0ssos) ou sarcofagia (ingestdo de cadaveres), buscando suprir
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suas deficiéncias minerais. Concomitantemente, ingerem as neurotoxinas pré-formadas durante a
decomposicao das carcagas, o que pode levar a grandes epidemias da doenga com morte de muitos
animais. Na forma esporadica, as neurotoxinas ingeridas pelos animais tém origem em alimentos
contaminados com matéria organica em decomposicdo, tais como cama de frango, fenos, graos,
racOes e silagens de mé qualidade ou mal armazenados. Além destes, cochos de agua com
carcagas de pequenos animais ou outros tipos de matéria organica em decomposicao, bem como
pocos e lagoas com &gua estagnada também podem servir como fonte das toxinas (Lobato et al.,
2013).

Nos ruminantes, o curso da doenca pode ser de horas a poucas semanas e a letalidade é
proxima dos 100%. Os sinais clinicos iniciais sdo dificuldade de locomocdo, incoordenagdo dos
membros posteriores, com progressao cranial da paralisia flacida. O animal entra em estado pré-
agonico, sendo que a morte, precedida por coma, ocorre devido a parada cardiorrespiratéria; o
psiquismo dos animais permanece inalterado. LesGes a necropsia sdo raras e limitadas a petéquias
no miocérdio como consequéncia da agonia respiratéria, que precede o 6bito (Lobato et al., 2007).

Nas aves, destacam-se como fontes de toxinas as pocas e lagoas com agua estagnada,
especialmente para aves aquaticas e em periodo de estiagem. Outra importante fonte de toxina
para a espécie sdo as larvas de mosca e outros invertebrados que se desenvolvem em matéria
organica e, por serem resistentes & acdo da toxina botulinica, concentram-na em seu organismo.
Menos comumente, quadros de botulismo podem ocorrer de forma endégena, com producao de
toxina botulinica no intestino das aves ou em feridas contaminadas pelos esporos (Alves et al.,
2013).

O botulismo em aves é caracterizado clinicamente por uma paralisia flacida simétrica
ascendente, acometendo inicialmente as patas, e prosseguindo para as asas, pescogo e palpebras.
O psiquismo permanece inalterado durante o curso da doenga e, em casos fatais, a morte ocorre
devido a parada cardiorrespiratdria. A auséncia de alteragdes macroscopicas marcantes durante
0 exame post-mortem é comumente relatada nos casos de botulismo em aves (Trampel et al.,
2005).

3.1.3. Clostridium perfringens tipo C

C. perfringens estd amplamente distribuido no ambiente, como no solo, agua, vegetacéo,
instalacdes, equipamentos e matéria organica em decomposicdo, além de fazer parte da
microbiota intestinal normal de animais e humanos (Lobato et al., 2007). Porém, sob certas
circunstancias, C. perfringens pode tornar-se patogénica, causando quadros de gangrena gasosa,
intoxicacdo alimentar e enterite necrética em humanos; e gangrena gasosa, doencas
gastrointestinais e enterotoxemias nos animais (Petit et al., 1999).

C. perfringens ndo invade células normais, mas produz varias toxinas e enzimas
responsaveis por causar lesGes e sinais clinicos. As toxinas produzidas dependerdo da cepa
envolvida, e gerardo sindromes especificas. Esta espécie de clostridio é dividida em cinco tipos
(A, B, C, D e E) com base na producéo de quatro toxinas principais, alfa (CPA), beta (CPB),
épsilon (ETX) e iota (ITX) (Petit et al., 1999; Quadro 3.1.1).
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Quadro 3.1.1 - Toxinotipos de Clostridium perfringens e suas principais toxinas produzidas
Principais Toxinas

Alfa (CPA) Beta (CPB) Epsilon (ETX) lota (ITX)

As infeccBes por C. perfringens tipo C ja foram relatadas em suinos, ruminantes
domésticos, equinos, frangos, cdes e humanos. Animais neonatos sdo 0s mais susceptiveis a
colonizagdo pelo micro-organismo pela auséncia de uma microbiota intestinal bem estabelecida
(Songer, 1996). Além disso, a baixa producdo de tripsina endogena e a ingestdo de inibidores da
tripsina presentes no colostro fazem com que a atividade intestinal desta enzima esteja muito
baixa nos primeiros dias de vida, permitindo que a toxina beta (CPB) permaneca ativa no
intestino, e leve ao desenvolvimento da doenca (Lobato et al., 2013).

A CPB possui homologia de sua sequéncia e estrutural com a toxina formadora de poros
alfa de Staphylococcus aureus, uma das toxinas com estrutura, fungGes e métodos de purifagdo
mais bem conhecidas e estudadas (Hunter et al., 1993). Principal fator téxico produzido por C.
perfringens tipo C (Quadro 1), a CPB possui uma dose letal em 50% dos camundongos (DLso) de
0,4-50 pg/kg (Uzal et al. 2010). E responsavel pelas enfermidades causadas pelo agente. Estas
incluem a enterite necrética ou hemorragica em suinos, cordeiros, bezerros, caprinos e potros,
enterite necrdtica em frangos, enterite hemorréagica em cées, enterotoxemia (“struck’) em ovinos
adultos e enterite necroticans em humanos (Songer, 1996; Uzal et al., 2010; Uzal et al., 2012;
Garcia et al., 2013; Lobato et al., 2013).

Animais doentes ou portadores de C. perfringens tipo C liberam esporos juntamente com
suas fezes e contaminam o ambiente. Esses esporos sdo ingeridos por animais recém-nascidos,
entram em contato com a mucosa intestinal sem microbiota estabelecida e a colonizam (Lobato
et al., 2013). Inicialmente, C. perfringens tipo C adere a mucosa intestinal do &pice das
vilosidades, onde esporos e bactérias em estado vegetativo estdo presentes e produzem a CPB
ativa com cerca de 35 kDa. Com a progressao da doenca, ocorre maior colonizacdo da mucosa
intestinal, invasdo bacteriana das paredes intestinais, multiplicagdo e maior produgéo de toxina.
Animais doentes podem chegar a apresentar contagens de unidades formadoras de colbnias téo
altas quanto 10° UFC/g de fezes de C. perfringens tipo C. Por sua acdo no intestino dos seus
hospedeiros, a CPB causa aumento da permeabilidade vascular deste 6rgédo, facilitando sua
entrada na circulagcdo sanguinea e promovendo seus efeitos sistémicos e letais subsequentes
(Songer, 1996; Uzal et al., 2010).

H& pouca informacdo sobre os mecanismos de patogenicidade da CPB nas doencas
causadas por C. perfringens tipo C, e estes estdo sob investigacéo. No entanto, sabe-se que a CPB
age nos enteracitos e células endoteliais do intestino dos seus hospedeiros, causando necrose e
destacamento das células intestinais, necrose da lamina propria do intestino, degeneracdo
endotelial e necrose vascular (Steinthorsdottir et al., 2000; Miclard et al., 2009; Uzal et al., 2010).
Estes danos as células-alvo dos hospedeiros sdo causados pela formacdo de poros em suas
membranas celulares (Uzal et al., 2010). A CPB forma canais seletivos principalmente para
cations nas bicamadas lipidicas de membranas, com cerca de 11,1 a 12,7 A de raio (Shatursky et
al., 2000). Esses canais parecem ser formados por hexdmeros de 191 kDa ou heptameros de 228
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kDa, localizados em regides de jangadas lipidicas (lipid rafts) das células. Os oligbmeros, uma
vez inseridos na membrana celular, induzem o efluxo de K* e influxo de Ca*, Na* e CI;, o que
leva a despolarizacdo da membrana, edema celular e lise (Nagahama et al., 2003).

Os sinais clinicos e lesBes das infeccBes por C. perfringens tipo C sdo similares na maioria
das espécies de animais acometidas. O curso da doenca pode ser superagudo ou agudo
principalmente, e cronico. Nas infecces superagudas e agudas, os sinais predominantes séo dor
abdominal, depressdo e diarreia sanguinolenta. J& a doenca cronica, em animais mais velhos, é
caracterizada por diarreia crénica sem sangue e desidratacdo. Os achados de necropsia sdo mais
frequentes no intestino delgado, porém o intestino grosso pode ser acometido. As lesdes consistem
em hiperemia do mesentério, enterite fibronecrotica extensa com enfisema e contetdo intestinal
sanguinolento, fluidos pleural e peritoneal sanguinolentos, estrias de fibrina na serosa intestinal e
aderéncia de algas intestinais (Uzal et al., 2010).

3.1.4. Clostridium perfringens tipo D

As infecgdes por C. perfringens tipo D sdo causadoras de quadros de enterotoxemia nos
animais. A doenca ja foi relatada em ovinos, caprinos, bovinos, veados, camelos e equinos, e pode
acometer, de uma forma geral, animais de todas as idades, exceto neonatos. A enterotoxemia por
C. perfringens tipo D € considerada de importancia para 0s ovinos, caprinos e bezerros (Songer,
1996).

Juntamente com a alfa de C. septicum, a toxina épsilon (ETX) faz parte do grupo de
toxinas formadoras de poros semelhantes a aerolisina, e é considerada a terceira toxina clostridial
mais potente, com uma dose letal em 50% dos camundongos (DLsg) de 100 ng/kg (Uzal et al.,
2010). Por sua elevada poténcia, a ETX é considerada um potencial agente de bioterrorismo ou
para guerra bioldgica (Bokori-Brown et al., 2011; Popoff, 2011), estando classificada como
agente biologico da categoria B pelo Centro de Controle e Prevengdo de Doengas (CDC) dos
Estados Unidos (Centers for Disease Control, 2000).

A ETX é produzida por C. perfringens tipos B e D, sendo a principal responsavel pelo
desenvolvimento da enterotoxemia dos ruminantes domésticos causada pelo tipo D. C.
perfringens tipo D pode ser um habitante normal dos intestinos dos ruminantes, mas sob certas
circunstancias pode haver desequilibrio da microbiota intestinal, multiplicagdo exacerbada da
bactéria, e consequente aumento nos niveis de produgdo de toxinas (Lobato et al., 2013). Os
fatores predisponentes para que isto ocorra sdo frequentemente: mudangas repentinas de dieta,
principalmente para aquelas ricas em carboidratos fermentaveis, tais como pastos luxuriantes,
grdos e ragOes concentradas; superalimentacdo; infestagdo por vermes intestinais; infestacdo por
coccideos; administragdo de drogas, como a fenotiazina e netobimina; frio ou calor excessivos;
outros fatores que levem ao estresse; e baixa imunidade contra a ETX (Uzal, 2004).

A ETX é secretada na forma de protoxina, com aproximadamente 33 kDa, a qual é
convertida em toxina ativa, cerca de 1000 vezes mais toxica que sua progenitora. Essa ativacao é
catalisada por proteases, como a tripsina, quimiotripsina, toxina A (uma metaloprotease
sintetizada por C. perfringens), uma protease intracelular ainda néo identificada e proteases
presentes na superficie apical das células do hospedeiro (Worthington e Miilders, 1977; Chassin
et al., 2007; Uzal et al., 2010; Harkness et al., 2012). Para que a ativacdo ocorra é necessaria a
remocgdo de ambos os peptideos amino-terminal e carboxi-terminal da protoxina. A proteina
resultante difere em sua sequéncia priméaria de acordo com a protease que catalisa a clivagem.
Também hé diferencas em relacdo a sua poténcia tdxica, sendo que maxima poténcia ocorre
quando a toxina é ativada pelas proteases tripsina e quimiotripsina conjuntamente (Minami et al.,
1997).
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ApOs sua ativacdo, a ETX se liga a receptores presentes na superficie externa da
membrana celular das células do hospedeiro. Esses receptores sdo dependentes de colesterol e
esfingomielina, e estdo presentes em regides especificas da membrana celular chamadas jangadas
lipidicas (lipid rafts), com éareas médias entre 0,35 a 0,45 pm?2. A natureza confinada desses
receptores propicia uma grande concentracdo dos mondémeros da toxina, o que facilita a
oligomerizacdo dos mesmaos, e explica em parte sua alta toxicidade (Turkcan et al., 2012).

Diferentemente de outras toxinas da mesma familia, a ETX ndo se liga aos receptores
GPI. Recentemente, lvie et al. (2011) demonstraram que a ETX se liga in vitro aos receptores
celulares 1 do virus da hepatite A (HAVCR1), e confirmaram que esses receptores contribuem
para a citotoxicidade da proteina. Segundo os autores, 0 HAVCRL1 pode ser de fato um receptor
para a toxina ou atuar como uma espécie de co-receptor da mesma.

Em seguida, ocorre oligomerizacdo e formagdo de grandes complexos proteicos com
cerca de 155 kDa ou 220 kDa de massa molecular (Petit et al., 1997; Chassin et al., 2007). Esses
complexos sdo mondmeros da ETX oligomerizados em um estado de pré-poro ndo inserido na
membrana celular (Robertson et al., 2011). Subsequentemente, heptdmeros da toxina sdo
inseridos nas mesmas regides da membrana onde foram formados; e formam os poros ativos que
permitem o transito de ions e moléculas de até cerca de 0,5 kDa, 0 que gera alteracfes e danos
celulares (Miyata et al., 2002; Nestorovich et al., 2010). Ha indicios de que esses heptdmeros
também sejam internalizados e causem danos intracelulares (Chassin et al., 2007; Nagahama et
al., 2011; Fennessey et al., 2012).

Vérios Orgdos sdo alvos para a ETX, destacando-se o intestino, a partir de onde ela é
absorvida, os rins, pulmdes e cérebro. Outros locais onde a toxina pode ser encontrada sdo a
medula espinhal, olhos, baco, figado e cornetos nasais (Buxton, 1978; Tamai et al., 2003). A
atuacdo da toxina nestes locais determinard os sinais clinicos e lesdes observados, assim como o
curso da enterotoxemia dos ruminantes.

Nos intestinos, sialidases produzidas por C. perfringens tipo D contribuem para a sua
adesdo nas células entéricas, além de gerar e expor receptores adicionais da ETX nas superficies
celulares do hospedeiro (Li et al., 2011). Neste local, a toxina aumenta a permeabilidade intestinal
por meio da abertura das jungdes oclusivas da mucosa, dilatagdo dos espagos intercelulares e
alteracOes degenerativas da lamina propria, afetando a homeostase dos fluidos, possivelmente
pela via paracelular. Como resultado, h4 acimulo de fluidos, hemorragia da mucosa e presenga
de conteido hemorragico (Goldstein et al., 2009; Morris et al., 2012). Além disto, a ETX parece
inibir o transito gastrointestinal, 0 que poderia contribuir para a multiplicacdo de C. perfringens
tipo D, maior producéo da toxina e aumento da sua propria absorcdo (Losada-Eaton e Fernandez-
Miyakawa, 2010).

Apos ganhar a circulagdo sanguinea, a ETX € distribuida em seus 6rgdos alvo, mas se
acumula predominantemente nos rins. No sistema cardiorrespiratdrio e nas pleuras, a agdo da
toxina no endotélio dos vasos sanguineos leva a formagdo de poros e causa aumento da
permeabilidade vascular. Como consequéncia, ha extravasamento de liquidos, e formagdo de
hidropericardio, hidrotérax e edema pulmonar (Uzal e Songer, 2008; Popoff, 2011).

Quando altas doses da ETX chegam ao cérebro, as lesdes sdo predominantemente
microscopicas e constituem-se em edema vasogénico severo e generalizado. Quando doses
menores chegam ao 6rgédo, ou o animal acometido possui imunidade parcial a toxina, as lesdes
sdo frequentemente macroscopicas, e constituem-se em encefalomalécia focal simétrica (EFS). A
superficie luminal das células endoteliais do cérebro é provavelmente o local de ligacdo da ETX,
e o endotélio microvascular é onde acontecem as principais alteragdes. Como consequéncia das
lesbes vasculares, ocorre a perda da barreira hematoencefalica (BHE), aumento da permeabilidade
vascular, edema cerebral generalizado, aumento da pressdo intracraniana, falha da perfuséo
sanguinea e isquemia ou hipoxia focais (Finnie, 2004). Apds romper a BHE, a ETX age
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diretamente em neurénios e outros elementos neurais, induzindo a liberagcdo de glutamato, um
neurotransmissor excitatdrio, contribuindo para os sinais neuroldgicos frequentemente
observados (Miyamoto et al., 2000; Lonchamp et al., 2010).

O curso da enfermidade nos ruminantes, principalmente nos ovinos, pode ser agudo,
subagudo ou crénico, e a ocorréncia de mortes subitas é frequente. Os sinais clinicos mais
frequentes sdo neuroldgicos e respiratdrios: ataxia, cegueira, opistétono, convulsées, balido,
dispneia, espuma saindo pela boca e decubito lateral com pedalagem previamente a morte.
Alterag0es intestinais, tais como hiperemia da mucosa do intestino delgado, presenca de fluidos
intestinais avermelhados, colite e diarreia podem estar presentes, principalmente na doenga em
caprinos. Hidropericardio, hidroperitonio, hidrotérax, edema pulmonar e presenca de petéquias
na serosa deste 6rgdo sdo frequentes. No encéfalo, herniacdo do cerebelo pode ocorrer nos cursos
agudo e subagudo; e a EFS pode estar presente nos casos crénicos (Uzal e Songer, 2008; Uzal et
al., 2010).

3.1.5. Diagnéstico das clostridioses

O diagnéstico das doencas causadas pelas bactérias do género Clostridium é complexo e
deve ser baseado no maior nimero de informagdes possiveis. Essas informacgdes devem ser
reunidas a partir dos histéricos do rebanho e dos animais acometidos, sinais clinicos e lesdes
observados, achados de necropsia, histopatologia, bacteriologia, e da detecgdo de toxinas no trato
digestivo dos animais, fontes de alimento e dgua (Lobato et al., 2007).

O diagnostico do botulismo causado por C. botulinum tipos C e D é baseado na
epidemiologia, sinais clinicos dos animais e na detec¢do das toxinas C e D em espécimes clinicos
ou fontes de intoxicacdo. As toxinas podem ser encontradas nos contetdos rumenal, gastrico e
intestinal, figado, soro, além de em alimentos e 4gua ingeridos pelos animais. O teste padrdo para
a pesquisa das neurotoxinas € o bioensaio em camundongos, o qual baseia-se na injecdo
intraperitoneal ou endovenosa das amostras em camundongos. Caso haja toxina, os camundongos
desenvolvem sinais tipicos, como pélos arrepiados, fraqueza muscular e dispneia, que se
manifesta por estreitamento da cintura, conhecido como “cintura de vespa”. O tipo da toxina
envolvida é determinado pela sua neutralizacdo com uma antitoxina especifica. Embora o
bioensaio em camundongos seja altamente especifico e sensivel, outros testes “in vitro”
encontram-se disponiveis ou em desenvolvimento para o diagnéstico das clostridioses e/ou
detec¢do das toxinas clostridiais. Destacam-se 0s ensaios imunoenzimaticos (ELISA), a reagdo
em cadeia da polimerase (PCR), PCR em tempo real, quimioluminescéncia,
eletroquimioluminescéncia, radioimunoensaio, imunoensaio de fluxo lateral, ensaio da
endopeptidase e a microfixacdo do complemento (Lindstrom e Korkeala, 2006; Chaudhry, 2011).

Os componentes importantes no diagndéstico das enterites causadas por C. perfringens
tipo C sdo a avaliagdo dos sinais clinicos, das lesGes macro e microscopicas, a cultura
bacterioldgica, mas principalmente a deteccdo de toxinas nos espécimes patologicos. A contagem
de bactérias no intestino, bem como a deteccao do gene produtor da toxina beta pela PCR podem
ser indicadores da doenca (Songer, 1996).

O historico, sinais clinicos, lesdes, quantificacdo da glicose urinaria, isolamento da
bactéria (em niveis de 10* a 107 UFC/g em ovinos) e deteccdo por PCR séo Uteis para o
estabelecimento de um diagndstico presuntivo da enterotoxemia por C. perfringens tipo D. Ja a
detecgdo da toxina no conteudo intestinal fornece diagnostico definitivo. Ademais, a evidenciagdo
de edema perivascular proteindceo no tecido cerebral pela histopatologia é de extrema relevancia,
ja que tal lesdo é patognomdnica da doenca (Uzal e Songer, 2008).

O teste padrdo para a deteccdo das toxinas beta e épsilon é a soroneutralizagdo em
camundongos. A espécime clinica utilizada é o conteddo intestinal de animais suspeitos,
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acondicionados em recipientes limpos e refrigerados ou congelados (Layana et al., 2006). Embora
a soroneutralizagdo em camundongos seja altamente sensivel, ela possui alto custo, é dispendiosa,
requer técnicos especializados e um grande nimero de animais. Estes fatores, em conjunto com
as atuais discussfes em bioética, culminaram com a necessidade do desenvolvimento de
metodologias que possam substituir total ou parcialmente o teste in vivo, com destaque para 0s
ELISA e a soroneutralizagéo celular (Uzal et al., 2003; Carvalho, 2004; Lobato et al., 2007; Uzal
e Songer, 2008; Sobrinho et al., 2010; Souza Janior et al., 2010).

3.1.6. Controle das clostridioses

Considerando as caracteristicas dos clostridios, sua resisténcia, distribuicdo ambiental e
presenca no trato gastrointestinal dos animais, a erradicacdo desses agentes € inviavel. Somado
ao custo e ineficacia do tratamento, a profilaxia e o controle das clostridioses tornam-se
prioridades nas criagcbes dos animais domésticos. Ambos se apoiam em dois fundamentos:
vacinacao e algumas medidas visando reduzir os fatores predisponentes (Lobato e Assis, 2000).

As principais medidas a serem tomadas sdo: destinacdo adequada de carcacas de
mamiferos e aves das pastagens e beiras de cursos de &gua; reducdo da quantidade de matéria
organica e consequentemente da carga de esporos no ambiente; retirada de objetos
perfurocortantes das instalacGes; assepsia adequada durante os procedimentos cirdrgicos; troca
das agulhas durante vacinagfes e medicacOes; producdo, armazenamento e fornecimento
adequados de alimentos de alta qualidade; ndo fornecimento de cama de frango aos ruminantes
domeésticos; implementacdo de periodos de adaptagdo para mudangas de dieta, principalmente
quando para pastos luxuriantes, grdos e ragdes concentradas; evitar a superalimentacdo;
fornecimento de agua de boa qualidade; impedir que os animais tenham acesso a locais com &gua
de mé qualidade; controle de parasitas, principalmente coccideos; controle do frio ou calor
excessivos, assim como de outros fatores que levem ao estresse (Uzal, 2004; Lobato et al., 2013).

A utilizag&o das vacinas resulta em marcante reducdo da incidéncia das clostridioses de
uma forma geral. Os animais jovens, entre 3 e 4 meses, devem ser vacinados duas vezes com
intervalos de 4 a 6 semanas. Bovinos devem ser revacinados anualmente, e pequenos ruminantes
semestralmente, para que mantenham titulos de anticorpos protetores durante estes periodos. Para
o controle da enterotoxemia por C. perfringens tipo C, é indicada ainda a vacinacao das fémeas
gestantes entre 0s 60 e 30 dias que precedem o parto, ja que os mais acometidos sdo 0s neonatos.
Os anticorpos transferidos de forma passiva aumentam a protecdo destes animais até que atinjam
a idade para a primo-vacinacao (Lobato et al., 2013).

As vacinas mais modernas disponiveis comercialmente sdo constituidas basicamente de
toxoides. Embora imundgenos monovalentes possam ser utilizados em condicGes especificas, ha
uma crescente tendéncia em todo o mundo para a producdo e utilizacdo de vacinas polivalentes,
contendo antigenos de outros agentes, principalmente clostridiais. As vacinas de toxdides contra
os clostridios tém sido mundialmente utilizadas de forma extensiva nas Gltimas décadas. Somente
no Brasil, mais de 250 milhdes de doses de vacinas sdo produzidas por ano (Informacéo Pessoal,
George Caldeira, LANAGRO/MG), refletindo o impacto causado por essas doencas nos atuais
sistemas de criagdo, e a crescente necessidade de se proteger um grande numero de animais frente
as clostridioses (Goncalves et al., 2009).

Embora essas vacinas possam ser efetivas na prevencao e controle das clostridioses, a
qualidade das mesmas oscila enormemente entre os paises e os fabricantes, ocorrendo grande
variacdo das respostas imunes dos animais vacinados (Uzal e Songer, 2008; Titball, 2009). A
producdo de toxinas in vitro é o principal entrave para a fabricacdo de bons imundgenos. Ela
requer a utilizagdo de amostras toxigénicas, bem como meios de cultura especificos, pH, tempo,
atmosfera de incubagdo adequados para o cultivo dos clostridios e otimizagdo da producdo de
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toxinas (Gongalves et al., 2009). Além disto, repiques sucessivos in vitro das amostras bacterianas
podem levar a perda dos seus elementos extracromossomais que carregam os genes das toxinas,
levando as amostras a produzirem baixos titulos de toxinas, ou mesmo a perda total da
toxigenicidade (Popoff e Titball, 2006)

3.2. Métodos Cromatogréaficos
3.2.1. Introducéo

O estudo das proteinas e suas funcGes é algo central para o entendimento de todo e
qualquer processo bioldgico fundamental. O termo purificacdo de proteinas se refere a uma série
de procedimentos delineados para isolar preferencialemte uma Unica proteina ou um conjunto de
proteinas a partir de uma fonte biolégica complexa, tal como culturas microbianas ou tecidos
biolégicos. Para isolar uma proteina especifica de uma mistura bruta, suas caracteristicas fisicas
e quimicas devem ser utilizadas, ja que ndo ha uma forma Unica de purificar todos os tipos de
proteinas. Além disso, a pureza requerida da proteina alvo ird variar com a finalidade da mesma
e influenciara na metodologia escolhida. O objetivo da purificagdo ndo é a penas a remogédo dos
contaminantes, mas também a concentracdo da proteina alvo e sua transferéncia para um macro
ambiente onde ela permaneca estavel e, dependendo de sua utilidade final, biologicamente
funcional. Antigamente, a Unica forma de separar diferentes tipos de proteinas era pela
precipitacdo, utilizando suas solubilidades relativas, pela adicdo de sais, solventes organicos,
polimeros, variacdo do pH e temperatura. Atualmente, a capacidade das proteinas de adsorverem
a uma variedade de superficies é utilizada para separa-las de impurezas por meio de diferentes
técnicas cromatogréaficas (Hedhammar, 2006; Janson e Jonsson, 2011.

Cromatografia se refere a um grupo de técnicas de separacdo que envolvem o
retardamento da progressao de moléculas em um solvente (fase mdvel) ao longo de um certo
material (fase estacionaria). Moléculas com alta tendéncia de permanecer na fase estacionaria
movem-se pelo sistema mais lentamente que as outras (Janson e Jonsson, 2011).

O termo cromatografia era anteriormente utilizado para descrever a separacdo de
pigmentos naturais em filtros de papel, mas atualmente é utilizado para as técnicas de separagdo
em colunas, nas quais as fases estacionarias sdo empacotadas e por onde a fase mdvel e as
amostras sdao bombeadas. A separacdo cromatografica de misturas de proteinas se tornou a
maneira mais eficaz e mais utilizada para a purificacdo de proteinas individuais (Hedhammar,
2006).

As propriedades gerais das proteinas, tais como tamanho, carga, hidrofobicidade, ponto
isoelétrico, interacdes e afinidades bioespecificas, sao usadas pelos métodos cromatograficos para
isola-las de outras moléculas (Walls et al., 2011). O quadro 3.2.1 apresenta 0s principais métodos
cromatograficos e algumas caracteristicas de adequabilidade.
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Quadro 3.2.1 - Principais métodos cromatogréaficos, propriedades das proteinas utilizadas e parametros de
adequabilidade para a utilizacdo desses métodos (Adaptado de GE Healthcare, Strategies for Protein
Purification).

Caracteristicas Fase de
Tipicas Purificacéo
Fundamento
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Método Do - o . 3 .
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. +++ +++
Reconhecimento
AC - ou ou +++ ++ +
especifico
++ ++

IMAC Ligacdo a ion metélico +++ ++ +++ ++ T
GF Tamanho = ” " g
IEX Carga +++ +++ +++ ++ +++
HIC Hidrofobicidade +++ ++ ++ +++ T
CF Ponto isoelétrico +t " e
RPC Hidrofobicidade ++ - " e

AC: Cromatografia de afinidade;

IMAC: Cromatografia de afinidade por ions metalicos imobilizados;
GF: Filtracdo em gel;

IEX: Cromatografia de troca ibnica;

HIC: Cromatografia de interagdo hidrofobica;

CF: Focagem isoelétrica;

RPC: Cromatografia de fase reversa.

O tipo de interacdo das proteinas alvo com as fases estacionarias e seus ligantes varia com
0 método cromatografico utilizado. Na filtragdo em gel (GF), ou excluséo por tamanho, em teoria,
ndo ha ligacbes entre os componentes, e as moléculas sdo separadas exclusivamente pela
diferenca em seus tamanhos. Nas demais técnicas, podem estar presentes uma ou mais das
seguintes interacdes: ligacdes ion-ion ou ion-dipolo; ligagcdes de hidrogénio; forcas de van der
Waals ou dispersdo; interagdes dissulfeto ou aromaticas; e interagdes hidrofdbicas (Janson e
Jonsson, 2011).

Até por volta dos anos 1950, os pioneiros na purificacdo de proteinas eram limitados a
técnicas e métodos de baixa resolucéo, tais como a precipitacdo pelo sal e a adsor¢do em lote.
Para a adsorcdo em lotes eles utilizavam fases sélidas de hidratos de aluminio, silicatos de
magnésio, silicas, carbonatos de calcio e magnésio, fosfato de calcio, 6xidos de ferro e silicatos
de aluminio e magnésio (Turba, 1954). As cromatografias realizadas ndo resultavam em produtos
cristalinos de alta pureza, mas em conjunto com procedimentos de precipitacdo, eram uma
ferramenta de relativa importancia.

Com o decorrer dos anos, o desenvolvimento de novas fases sélidas ou matrizes para
cromatografias, especialmente aquelas baseadas em dextrano, poliacrilamida e agarose,
alavancou o desenvolvimento de novos métodos cromatograficos e melhoria daqueles ja
existentes. Desde entdo, uma variedade de matrizes foi e ainda é utilizada nas cromatografias de
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proteinas. Os materiais que as comp8em podem ser classificados como materiais inorganicos
(silica porosa, vidro poroso e hidroxiapatita), polimeros orgénicos sintéticos (poliacrilamida,
polimetracrilato e poliestireno) e polissacarideos (celulose, dextrano e agarose) (Janson e Jonsson,
2011).

3.2.2. Filtracdo em gel

A filtracdo em gel (GF) é um método que ndo envolve ligacdo entre seus componentes, e
permite a separacdo de substancias com diferencas em seus tamanhos moleculares. A GF pode
ser utilizada para a purificacdo de proteinas ou separacdo de amostras em dois grupos principais,
0 que é feito para a dessalinizacéo e troca de tampdes, por exemplo (Hedhammar, 2006). A GF é
uma das técnicas cromatograficas mais antigas existentes. O primeiro cromatograma descrito na
literatura foi registrado por Lathe e Ruthven em 1956, que separaram hidrocarbonetos em uma
coluna contendo amido de batata.

A separacdo pela GF é baseada na excluséo parcial de moléculas de polimeros dos poros
da fase estacionaria. Moléculas pequenas conseguem entrar na maioria dos poros e eluem no final
do cromatograma, préximo ao solvente. Moléculas maiores ndo conseguem entrar em alguns
poros, e se movem pela coluna mais rapidamente, eluindo antes do solvente. Macromoléculas que
sdo muito grandes para entrar em qualquer poro eluem no limite de exclusdo da coluna
(Uliyanchenko, 2014). Além do tamanho, a forma molecular, ou mais precisamente seu volume
esférico ou volume hidrodindmico, também interfere na separacdo pela GF. Dessa forma,
moléculas assimétricas parecem eluir em padrées como se fossem de maior peso molecular
guando comparadas a moléculas simétricas de mesmo peso. Em outras palavras, proteinas
assimétricas eluem mais rapido que proteinas globulares de peso molecular semelhante (O"Fagain
etal, 2011). A figura 3.2.1 mostra um esquema da cromatografia por exclusdo de tamanho.
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Figura 3.2.1 - Esquema de filtracdo em gel (Adaptado de GE Healthcare, Strategies for Protein
Purification).

Varios fatores devem ser considerados durante o desenvolvimento de um sistema de GF,
tais como a escolha da matriz, o tamanho e concentragdo da amostra, os pardmetros da coluna,
escolha do eluente, a taxa de fluxo e a limpeza e armazenamento da coluna. Matrizes comumente
usadas na GF sdo compostas de poliacrilamida, agarose, dextrano, ou uma combinagdo destes.
Elas devem ser inertes e ndo interagir com as moléculas sendo separadas para evitar a adsor¢ado
parcial, retardamento da progressédo e formagéo de picos com “cauda”. A maioria das matrizes
pode ser limpa com NaOH 0,2M, ou detergentes ndo-idnicos. Quando ndo estiverem em
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utilizacdo, elas devem ser mantidas a 4 °C, na presenca de agentes antimicrobianos, como azida
sodica a 0,02-0,05% ou etanol a 20% (O F&gain et al, 2011).

Para garantir uma resolucdo suficiente da GF, as analises sdo comumente feitas em
colunas de grandes dimens@es ou varias colunas em série, taxas de fluxo (resolucdo méxima a 2
mL/cm?/h) relativamente baixas e utilizando baixos volumes relativos de amostra, de no maximo
5% do volume da coluna (CV) (Uliyanchenko, 2014). Para aumentar a baixa capacidade inerente
das cromatografias, as amostras a serem purificadas podem ser concentradas anteriormente. No
entanto, altas viscosidades devem ser evitadas, ja que levam a migracgdo irregular da amostra e
perda de resolucdo. A cromatografia liquida de duas dimens@es também beneficia a qualidade das
separacBes pela GF. Neste caso, a amostra é primeiramente separada com base em alguma
propriedade especifica em uma primeira coluna cromatografica (primeira dimensao). O efluente
é fracionado e suas fragBes sdo subsequentemente separados pela exclusdo de tamanho em uma
segunda coluna cromatogréfica (segunda dimensdo). A GF é a técnica de separacdo mais
comumente usada na segunda dimensdo pela sua simplicidade e boa compatibilidade com os
outros tipos de separacao (van der Horst e Schoenmakers, 2003).

A GF independe do tipo de eluente utilizado, no entanto, as condic¢des do eluente (pH,
fons, cofatores, inibidores de protease, etc) devem ser selecionados para complementar os
requisitos da molécula de interesse. Desta maneira, uma das principais vantagens da GF é que a
separacao pode ser realizada sob condi¢des 6timas para a manutencao da estabilidade e atividade
da molécula de interesse. Além disso, a forca ibnica deve ser suficiente para minimizar as
interacOes eletrostaticas e de van der Waals entre as proteinas e entre estas e a matriz. A adigéo
de 0,1 M de NaCl ou KCI é bastante comum. A auséncia dessas interacdes e de uma etapa de
ligacdo entre as substancias alvo e a matriz previnem a danos desnecessarios as moléculas, com
consequentes altas recuperagdes de atividade (O Fagain et al, 2011).

Entre as possiveis desvantagens da GF, destacam-se a diluicdo das amostras, baixas
capacidade e taxas de fluxo e longa duracéo relativas. Como consequéncia do longo tempo das
corridas, as proteinas separadas podem tornar-se alvo de proteases possivelmente presentes na
amostra. Ademais, devido ao grande tamanho das colunas, os grandes volumes de solugdes
utilizados frequentemente aumentam os custos das corridas. Finalmente, quando comparada a
outras técnicas, a GF possui baixa resolucéo inerente, pelo fato de nenhuma das moléculas ficarem
retidas na coluna. Todavia, este método continua sendo bastante utilizado devido a sua
versatilidade, a disponibilidade comercial de varias matrizes e as condi¢Ges operacionais brandas
(O'Fagain et al, 2011). A figura 3.2.2 mostra um cromatograma tipico de uma GF.
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Figura 3.2.2 - Cromatograma de filtracdo em gel (Adaptado de GE Healthcare, Strategies for Protein
Purification).
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3.2.3. Cromatografia de afinidade

A cromatografia de afinidade (AC) separa proteinas com base em uma interacdo especifica e
reversivel entre a proteina alvo (ou um grupo de proteinas) e um ligante especifico ligado a matriz
de cromatografia (Figura 3.2.3). A interagdo pode ser bioespecifica, por exemplo, anticorpos se
ligando a proteina A ou um receptor se ligando a um horménio; ou nao bioespecifica, por
exemplo, uma proteina se ligando a um corante ou uma proteina contendo histidina se ligando a
ions metélicos. A AC apresenta alta seletividade, alta resolucdo e capacidade intermediéria a alta.

’ r Proteina alvo ligada
4

 Impurezas ndo ligadas

Figura 3.2.3 - Esquema de cromatografia de afinidade (Adaptado de GE Healthcare, Strategies for Protein
Purification).

Em 1968, Cuatrecasas e colaboradores utilizaram a técnica de ativacdo de matriz com
brometo de cianogénio para o acoplamento covalente de ligantes contendo grupamentos amina a
matriz de agarose Sepharose 4B. Neste trabalho, pela primeira vez, o conceito de cromatografia
de afinidade foi introduzido, sendo a base para o desenvolvimento da técnica para separacao e
purificacdo de proteinas. Subsequentemente, o desenvolvimento da AC foi facilitado pela
introdugdo no mercado de uma série de matrizes pré-ativadas. Entre elas, a de maior sucesso
comercial foi a Sepharose CL-4B ligada a proteina A para a separacéao especifica de IgG em uma
etapa a partir de plasma ou soro (Janson e Jonsson, 2011).

Os ligantes da AC podem ser uma variedade de agentes de ligacdo, desde uma proteina
ou enzima até um anticorpo, antigeno, uma sequéncia de DNA ou RNA, um corante biomimético,
um substrato ou inibidor de uma enzima, ou um composto de baixa massa (uma droga ou
horménio). O ligante é imobilizado dentro da coluna e utilizado para ligar seletivamente um alvo
ou grupo de alvos da amostra. Pela natureza altamente seletiva de muitos ligantes, as colunas de
AC podem ser usadas para isolar, medir ou estudar alvos especificos que se encontram em
amostras bioldgicas complexas (Hermanson et al., 1992).

Um fator critico no delineamento e uso de colunas de afinidade é o tipo de suporte ao
qual o ligante é imobilizado. Muitos métodos de pré-tratamento da amostra ou isolamento de um
alvo utilizam suportes de carboidratos, como a agarose ou celulose. Este tipo de material pode ser
facilmente modificado para o acoplamento de ligantes, pode ser utilizado em uma grande
variedade de condicBes de eluicdo, e apresenta baixa ligacdo inespecifica. Entretanto, pela
estabilidade mecénica limitada e baixa eficiéncia de muitos materiais baseados em carboidratos,
estes tendem a ser empregados em colunas que irdo operar com baixas taxas de fluxo e pressao.
Uma alternativa aos suportes tradicionais de carboidratos é a utilizagdo de meios contendo
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particulas de silica ou materiais monoliticos, nas chamadas cromatografias liquidas de afinidade
de alta performance (HPLAC) (Hermanson et al., 1992).

Em uma AC, primeiro a amostra € injetada na coluna sob condi¢des que permitem forte
ligacdo da proteina alvo com o ligante imobilizado. Essas condi¢cbes comumente envolvem o uso
de um tampéo aquoso com pH e forga iGnica que mimetizam as condic¢des nativas do ligante e do
alvo. Compostos com pouca ou nenhuma interagdo com o ligante irdo eluir da coluna neste
momento, originando um pico de impurezas. No préximo passo, um tampéo de eluicdo dissocia
o0 alvo do ligante. Esta etapa de elui¢do requer alteracbes na composi¢do da fase mével, como
mudanca no pH, forca ibnica, polaridade, ou adigdo de um agente competitivo. Apos a eluicdo do
alvo, a coluna pode ser regenerada pela passagem de tampao original de aplicacdo (Hage et al.,
2012). A figura 3.2.4 mostra um cromatograma tipico de uma AC.
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Figura 3.2.4 - Cromatograma de cromatografia de afinidade (Adaptado de GE Healthcare, Strategies for
Protein Purification).

3.2.4. Cromatografia de imunoafinidade

A cromatografia de imunoafinidade (IAC) é uma categoria especial da AC, na qual os
ligantes imobilizados da fase estacionaria consistem em anticorpos (ou agentes relacionados a
estes), ou em alvos de anticorpos, no caso da purificacdo de imunoglobulinas. A alta seletividade,
estabilidade e forte ligacdo dos anticorpos aos seus alvos fizeram com que eles fossem largamente
utilizados por muitos anos como ligantes imobilizados na AC. O primeiro uso de um tipo de IAC
e métodos relacionados data de 1935, para a purificagcdo de componentes de amostras bioldgicas.
Compostos alvo imobilizados em caulim e carvdao foram utilizados para isolar anticorpos
associados com a sifilis e tuberculose (Moser e Hage, 2010).

Suportes para IAC devem ter boa eficiéncia, estabilidade mecénica e baixa ligacéo
inespecifica. IAC tradicionais utilizam suportes de baixa performance, como meios de
carboidratos (agarose e celulose) e polimeros sintéticos (acrilamida, polimetacrilato e
polietersulfona). Nas HPLAC, agora chamadas de cromatografias de imunoafinidade de alta
performance (HPIAC), materiais que suportam maiores taxas de fluxo e pressdo sdo utilizados,
tais como a silica, vidro, azalactona, metacrilato e poliestireno (Moser e Hage, 2010). O formato
de eluicdo mais utilizado na IAC é a eluicdo por degrau pela alteracdo do pH, embora agentes
caotropicos e modificadores orgéanicos possam ser empregados. Além destes, agentes
competitivos conhecidos também podem ser utilizados para deslocar os alvos nos sistemas de
IAC, principalmente naqueles delineados como ensaios imunoldgicos (Hage et al., 2012).
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Um dos sistemas de IAC mais utilizados para a purificacdo de anticorpos é o uso de
proteinas de superficie bacterianas que interagem com a por¢do Fc das imunoglobulinas
(Proteinas A ou G) ou com as cadeias leves das imunoglobulinas (Protein L). A proteina A, da
parede celular de Staphylococcus aureus, se liga seletivamente a regido Fc das 1gG. A proteina
de superficie G, de Streptococci, também possui afinidade especifica pela regido Fc da 1gG. No
entanto, também se associa com a cadeia pesada do fragmento Fab. Ja a proteina L, de
Peptostreptococcus magnus, se liga as cadeias leves de anticorpos (Fitzgerald et al., 2011; Ayyar
etal., 2012).

3.2.5. Cromatografia de afinidade por ions metéalicos

A cromatografia de afinidade por ions metélicos imobilizados (IMAC) é baseada na
interacdo de proteinas contendo residuos de histidina (principalmente) ou triptofano ou cisteina
em suas superficies com ions metalicos divalentes (Ni%*, Cu?*, Zn%, Co*" e Fe3* por exemplo)
imobilizados via um agente quelante, como o &cido iminodiacético, acido nitrilotriacético, acido
aspartico carboximetilado, e &cido L-glutdmico (Hage et al., 2012). Proteinas com caudas de
histidina apresentam afinidade extra na IMAC por causa da presenca de multiplos residuos de
histina (de 6 a 10).

A IMAC foi introduzida por Porath e colaboradores em 1975 e representou um importante
avanco para a separacdo e purificagdo de proteinas. Para fracionar e purificar proteinas em
solucdo, esses autores imobilizaram fons metalicos em agarose utilizando acido iminodiacético.
Posteriormente, 0 método foi mais desenvolvido pela introdugéo do conceito de adi¢ao de caudas
de histidina em combinac&o com novos grupos quelantes para separagdes e purificacGes altamente
seletivas de proteinas expressas em Escherichia coli.

Muitas proteinas podem formar complexos com ions metalicos. IMAC pode ser delineada
para a purificagdo de muitos destes complexos quelados. A forca desses complexos formados
diferem entre si, justificando a alta especificidade da IMAC. Apos a adigdo dos ions metalicos ao
meio cromatografico, eles formam complexos com os ligantes quelantes. Alguns sitios dos metais
permanecem livres para se ligarem ao solvente ou proteinas (Kagedal, 2011).

A eluicédo da proteina alvo pode ser efetuada pelo o uso de tampdes com baixo pH, com
um agente competitivo de deslocamento ou um agente quelante. Tampdes com baixo valor de pH
(pH 4, por exemplo) sdo comumente utilizados. Deslocamento por competicdo com imidazol em
pH préximo da neutralidade é mais apropriado para proteinas sensiveis a baixo pH. Introducéo de
uma agente quelante forte, como o0 EDTA, extrai os ions metalicos e desfaz a interacéo entre as
proteinas e os ligantes. Neste caso, a coluna deve ser recarregada com novos ions metalicos antes
da préxima purificagdo (Chaga, 2001).

Uma variedade de suportes para IMAC tém sido desenvolvida. Suportes tradicionais sao
baseados em matrizes de agarose, e polissacarideos, como a celulose, 0s quais possuem
compatibilidade biolégica. No entanto, eles possuem baixa forca mecéanica e nao suportam
sistemas de alta pressdo. Em contrapartida, suportes inorganicos, como a silica, possuem 6timas
propriedades mecanicas, mas apresentam adsorcdo inespecifica irreversivel com proteinas
(Cheung et al., 2012).

Ligantes quelantes tetradentados possuem maiores afinidades por ions metélicos que os
tridentados, mas demonstram menos capacidade de ligagdo as proteinas pela perda de um sitio de
coordenacdo. Isto é mais evidente nos ligantes pentadentados, ja que eles ocupam cinco dos seis
sitios de coordenagéo do Ni?*, deixando apenas um para ligar proteinas (Cheung et al., 2012).

A afinidade de uma proteina por uma resina de IMAC depende do ion metalico presente.
A afinidade dos ions metalicos com os ligantes varia de acordo com o Gltimo. Ja a escolha do ion
metalico imobilizado na matriz depende da sua aplicacdo. Como exemplo, fons trivalentes (Al%*,
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Ga** e Fe*") sdo preferencialmente utilizados para a purificacdo de fosfoproteinas; ions divalentes
(Cu?*, Ni?*, Zn?* e Co?*) sdo utilizados na purificacéo de proteinas com caudas de histidina. Além
disso, os ions metalicos podem ser facilmente retirados das resinas, e outros podem ser testados
na mesma resina visando o aperfeicoamento da purificacdo da proteina alvo (Cheung et al., 2012).

A compatibilidade das matrizes de IMAC com uma diversidade de quimicos, como
caotropicos, sais, solventes organicos, detergentes e agentes redutores facilita a adaptacdo as
necessidades especificas das purificacdes de proteinas. A introdu¢do de NaCl 0,3-1,0M nos
tampdes é comum visando minimizar interagOes ibnicas entre as proteinas e a resina. Glicerol, em
até 50%, ou etanol, em até 20%, podem ser adicionados aos tamp@es para prevenir interacdes
hidrofobicas entre as proteinas. Por outro lado, tampGes de aplicacdo com pH ligeiramente
alcalino sdo os mais usados para facilitar a ligacdo das proteinas. Tampdes fosfato e acetato sdo
0S mais comuns ja que ndo se ligam aos sitios de coordenagdo dos ions metalicos. Além disso,
adicdo de detergentes em qualquer tampdo melhora a seletividade, performance e rendimento
(Cheung et al., 2012).

O maior entrave na utilizacdo da IMAC deve ser o potencial escape dos ions metélicos da
coluna cromatogréfica. A presenca destes ions nas fracbes coletadas pode interferir na pureza,
vida Util e atividade das proteinas isoladas. Isto é particularmente indesejavel quando a proteina
alvo é utilizada como produto terapéutico (Hage et al., 2012). Além disso, se a proteina alvo
possuir afinidade suficiente para remover os ions metélicos dos seus ligantes, ela passara pela
coluna sem ser retida, o que levara a perda significante de proteina. A figura 3.2.5 mostra um
cromatograma tipico de uma IMAC com eluicdo por gradiente.
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Figura 3.2.5 - Cromatograma de cromatografia de afinidade por ions metalicos imobilizados (Adaptado de
GE Healthcare, Strategies for Protein Purification).

3.2.6. Cromatografia de troca i6nica

A cromatografia de troca idnica (IEX) separa proteinas com diferencas em suas cargas de
superficie, fornecendo separacfes com alta resolucdo e alta capacidade de carregamento de
amostras. A separagdo é baseada na interacdo reversivel entre uma proteina carregada e 0 meio
cromatografico com carga oposta. As proteinas alvo sdo concentradas durante sua ligacéo e
coletadas de forma purificada e concentrada. A figura 3.2.6 mostra um esquema da IEX.
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Figura 3.2.6 - Esquema de cromatografia de troca ibnica (Adaptado de GE Healthcare, Strategies for
Protein Purification).

Polimeros organicos porosos trocadores de ions baseados em monémeros, como 0
estireno, acido metacrilico e divinilbenzeno, se tornaram disponiveis comercialmente durante os
anos 1940. No entanto, o maior avanco foi feito nos anos 1950, com a introdugdo da matrizes
DEAE- e CM-Celulose, fosfato de calcio (hidroxiapatita) e quaternario de amdnio. Ja no inicio
dos anos 1960, trocadores ibnicos baseados em géis de dextrano com ligacBes cruzadas
(Sephadex) foram introduzidos e rapidamente assumiram vérias aplicagdes. As principais
desvantagens desta resina, o encolhimento e inchamento sob forcas ibnicas altas e baixas,
respectivamente, foram superadas nos anos 1970 pelo desenvolvimento de trocadores ibnicos
baseados em agarose com ligac6es cruzadas, como a DEAE-Sepharose CL-6B e a SP-Sepharose
CL-6B. Dez anos mais tarde, foi lancada a segunda geragdo de trocadores i6nicos baseados em
agarose com ligacOes cruzadas, a série Sepharose Fast Flow. Finalmente, em 2001, novas
melhorias nos processos de produgdo de agarose com ligagBes cruzadas aumentaram
consideravelmente a rigidez do gel, dando origem a terceira geragdo de trocadores idnicos (Capto
Q, Capto DEAE, Capto S, Capto adhere e Capto MMC) (Janson e Jonsson, 2011).

Atualmente, a IEX tem sido utilizada para a purificacdo de proteinas, enzimas, anticorpos,
peptideos, aminoacidos, acidos nucleicos, carboidratos e compostos organicos. Suas grandes
capacidade e aplicabilidade, alta performance, custo moderado e facilidades de escalonamento e
automatizacdo fizeram com que a IEX se tornasse um dos métodos mais versateis e mais
utilizados de cromatografia liquida (Cummins et al., 2011).

A IEX compreende uma fase moével, tipicamente um sistema de tampdo aquoso onde a
amostra € introduzida para sua purificacdo; e uma fase estacionaria, frequentemente uma matriz
organica inerte com grupos funcionais ionizaveis que carregam contra-ions deslocaveis de carga
oposta. Esses contra-ions existem em equilibrio entre as duas fases, permitindo dois possiveis
formatos de IEX, chamadas de troca anibnica e troca catibnica. Contra-ions podem incluir
prétons, grupos hidroxila, ions monoatdémicos com carga simples (Na*, K*, CI), ions inorganicos
poliatdmicos (SO4%, PO4*), bases organicas (NRzH*) e acidos (COO") (Cummins et al., 2011).

Durante a IEX, o pH da fase movel determina a carga dos grupos funcionais da matriz e
a carga individual das proteinas da amostra. Tipicamente, quando o pH do entorno est4 acima do
ponto isoelétrico (pl) de uma proteina, esta adquire carga negativa e se liga a trocadores aniénicos
carregados positivamente. Ao contrario, quando o pH esta abaixo do pl de uma proteina, esta
adquire carga positiva e se liga a trocadores catidnicos carregados negativamente. Naturalmente,
diferentes proteinas podem possuir diferentes pl e possuir diferentes cargas em determinado pH.
Sendo assim, o pH da fase mével pode ser selecionado para garantir que uma proteina de interesse
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tenha carga oposta a da matriz utilizada, e se ligue a esta. Inversamente, contaminantes de carga
oposta néo se ligardo. Alternativamente, o pH da fase movel pode ser selecionado para garantir
gue as moléculas contaminantes se liguem a matriz, e a proteina de interesse nédo se ligue e seja
prontamente eluida (Fekete et al, 2015).

Além de variarem em relacéo a suas cargas, as matrizes de IEX podem ser classificadas
em trocadoras ionicas fortes ou fracas. Trocadoras fortes se encontram totalmente ionizadas em
uma grande faixa de pH, e ndo variam sua carga com a mudanca de pH; trocadoras fracas se
encontram fracamente ionizadas em uma faixa estreita de pH, e suas cargas variam
significantemente com o pH. Os tampdes utilizados na IEX variam de acordo com as matrizes
empregadas, sendo que os ions dos tampdes ndo devem interagir com os grupos funcionais
daguelas. De forma geral, tampdes Tris sdo frequentemente utilizados com trocadores DEAE;
enguanto tampdes fosfato e acetato sdo frequentemente utilizados com trocadores CM (Cummins
etal., 2011).

Proteinas ligadas podem ser eluidas de duas formas, pela alteracdo do pH ou da forca
ibnica. Alterando o pH da fase mdvel, a carga das proteinas ligadas também é alterada, podendo
reduzir sua capacidade de ligagdo & matriz. Alternativamente, o aumento da concentracédo de sais
(NaCl, K*, Ca?*, Mg?*, CH3COO", SO+, I, Br) na fase mével faz com que a afinidade de
interacdo entre os ions de sais e os grupos funcionais da matriz eventualmente excedam a
afinidade entre as cargas das proteinas e 0s mesmos grupos funcionais, resultando no
deslocamento e eluicdo das proteinas (Cummins et al., 2011).

A figura 3.2.7 mostra um cromatograma tipico de uma IEX com eluicdo por gradiente.

Aplicacio » ECluicio o Lava- __ Re-cquilibrio

Equilibrio  =— .
da amostra em gradiente gem

Azgo Moléculas fortemente

| —T ligadas sdo eluidas em altas
Moléculas néo ligadas concentragdes de sais
sdo eluidas antes do

inicio do gradiente

10-20CV

5Cv

Volumes de coluna (CV)
Figura 3.2.7 - Cromatograma de cromatografia de troca i6nica (Adaptado de GE Healthcare, Strategies for
Protein Purification).

3.2.7. Focagem isoelétrica

Em 1978, um novo conceito dentro da IEX foi introduzido e chamado de focagem
isoelétrica (CF). Apos as publicacGes dos primeiros trabalhos, estes foram seguidos da introdugdo
no mercado de trocadores i6nicos e tampdes especificos para a técnica. A CF separa as proteinas
com base nos seus pontos isoelétricos (pl). Os cromatogramas sdo compostos de varios picos
estreitos, possibilitando a resolucéo de proteinas muito similares com diferencas em seus pl de
até 0,02 unidades de pH (Janson e Jonsson, 2011).

Um gradiente de pH é gerado na coluna enquanto tampéo e 0 meio cromatografico, um
trocador anidnico fraco, interagem. Proteinas com diferentes valores de pl migram pela coluna
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com diferentes velocidades enquanto o gradiente de pH progride, se ligando e dissociando até que
finalmente eluem em picos estreitos (Figura 3.2.8). O limite superior do gradiente de pH é dado
pelo tampao inicial, com o pH um pouco acima do maximo necessario e com baixa forca iénica.
O limite inferior do gradiente é definido pelo tampéo de eluicdo com o pH ligeiramente abaixo
do requerido. Proteinas das amostras com o pH acima do seu pl estdo negativamente carregadas
e se ligam ao topo da coluna. Proteinas com o pH abaixo do seu pl migram pela coluna com o
tampdo e ndo se ligam. Enquanto o pH continua a diminuir, proteinas que atinjem pH abaixo do
seu pl se tornam positivas, sdo repelidas pelos grupos amina positivos da matriz, e comegcam a
migrar pela coluna e ser eluidas. Portanto, a proteina com o maior pl elui primeiro, e aquela com
0 menor pl elui por Gltimo.
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Figura 3.2.8 - Cromatograma de focagem isoelétrica (Adaptado de GE Healthcare, Strategies for Protein
Purification).

3.2.8. Cromatografia de interacdo hidrofobica

A cromatografia de interacdo hidrofobica (HIC) separa as proteinas com base em
diferengas nas suas hidrofobicidades, como resultado da quantidade de aminoéacidos hidrofobicos
expostos. A separacao € baseada na interacdo reversivel entre a proteina e a superficie hidrofobica
de um meio cromatogréfico. Essa interacdo é favorecida pela alta forga idnica do tamp&o dada
pela alta concentracgdo de sais (Figura 3.2.9). As proteinas alvo sdo concentradas durante a ligacdo
a coluna, e séo coletadas de forma purificada e concentrada.
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Figura 3.2.9 - Esquema de cromatografia de interagéo hidrofobica (Adaptado de GE Healthcare, Strategies
for Protein Purification).

Relatos de comportamentos anémalos de ligantes comegaram a aparecer na literatura nos
anos 1970, e as ligagOes observadas foram atribuidas como hidrofébicas. Posteriormente, as
interacbes hidrofébicas foram rapidamente reconhecidas como potentes ferramentas para a
separacao de proteinas. O primeiro trabalho demonstrando o efeito promotor dos sais na adsorgdo
das proteinas a um suporte hidrofilico substituido por ligantes hidrofébicos data de 1973 (Porath
etal., 1973).

E essencial para a técnica que a matriz (agarose ou sepharose desulfatadas) néo carregue
nenhuma carga idnica para evitar interacdes idnicas entre ela e as proteinas. Para técnicas de altas
taxas de fluxo e pressdo, como a cromatografia liquida de alta performance (HPLC), resinas de
silica e polimeros organicos também sdo utilizados. Estas matrizes possuem bracos espacadores
(cadeias de hidrocarbonetos com 4 a 10 carbonos, frequentemente), onde grupos hidrofébicos
(octil, butil ou fenil) sdo introduzidos. Quanto maior for a cadeia de carbonos, maior a
hidrofobicidade e maior a forca de interacdo entre as proteinas e os ligantes hidrofébicos (Hahn
et al., 2003; Cummins e O Connor, 2011).

A etapa de adsorcdo requer a presenca de ions de precipitacdo, tais como NaCl, KClI,
(NH4)2SO4 € Na,SO4. Esses sais de ions reduzem a disponibilidade de moléculas de agua em
solucdo, aumentando a tensdo superficial e as interaces hidrofébicas (Cummins e O Connor,
2011). Altas concentragdes de sais também podem causar desnaturacdo e desdobramento parciais
das proteinas com exposicdo das suas regides hidrofébicas, com consequente aumento das
interacOes hidrofobicas e ligagbes (Cummins e O Connor, 2011). Como a HIC é conduzida sob
altas forcas ibnicas, ha risco de precipitacao das proteinas dentro da coluna cromatogréfica. Sendo
assim, a concentracao de sais utilizada na adsor¢do deve ser mantida abaixo daquela que precipita
qualquer proteina presente na amostra (Hedhammar et al., 2006). Tipicamente, (NH4)2SO41 a 2
M ou NaCl 3M sdo empregados. Como consequéncia do acima descrito, as HIC séo ideais para
etapas de purificagdo apos precipitacao por sais, como 0 (NH4)2SOs, e ap0s purificacdes por IEX,
quando a amostra apresenta altas concentrac6es de sais utilizadas na elui¢do. A HIC também pode
preceder a IEX, ja que a amostras eluida na primeira contém baixo teor de sais, 0 que se adequa
as condicOes de entrada de amostra necessarias para a tltima.

O pH dos tampdes usados na HIC influenciam diretamente na adsorcéo das proteinas a
matriz. Frequentemente, aumento nos valores de pH até 9-10 reduz as interacOes hidrofobicas
entre as proteinas e os ligantes hidrofobicos devido ao aumento da hidrofilicidade pela mudanga
da carga das proteinas. No entanto, proteinas com altos pl se ligam fortemente as matrizes sob
valores de pH igualmente altos (Mahn e Asenjo, 2005). De forma geral, quando o pH do tampéo
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for igual ao pl de uma proteina, esta terd carga liquida final neutra, fazendo com que suas
propriedades hidrofobicas sejam maximas e favorecendo sua ligacdo ao meio cromatografico da
HIC.

A eluicdo das proteinas é frequentemente realizada pela diminuicdo das concentracfes de
sais por gradiente ou por degraus. Em alguns casos, redu¢do na polaridade do solvente também é
necessaria. A adi¢do de compostos redutores de polaridade, como o etilenoglicol, pode ser feita
apos ou concomitantemente com a retirada de sais do sistema. Se as interac@es hidrofébicas forem
muito fortes, praticamente irreversiveis, solventes organicos, detergentes ou agentes caotropicos
sd0 necessarios para a eluicdo, mas podem desnaturar as proteinas (Queiroz et al., 2001).

A figura 3.2.10 mostra um cromatograma tipico de uma HIC com elui¢do por gradiente.
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Figura 3.2.10 - Cromatograma de cromatografia de interacdo hidrofdbica (Adaptado de GE Healthcare,
Strategies for Protein Purification).
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3.2.9. Cromatografia de fase reversa

Assim como a HIC, a cromatografia de fase reversa (RPC) separa proteinas e peptideos com base
em suas hidrofobicidades. A RPC é um método de alta resolucdo que requer a utilizacdo de
solventes organicos (Figura 3.2.11). Por muitas proteinas serem desnaturadas por solventes
organicos, a RPC é largamente utilizada em analises de pureza e controle de qualidade, quando a
manutencdo da estrutura terciéria e atividade ndo é essencial. Em proteinas pequenas (abaixo de
30 kDa) e polipeptideos curtos, os efeitos desnaturantes sdéo comumente minimos ou rapidamente
reversiveis; sendo assim, a RPC pode ser utilizada para o isolamento e purificacdo destas
moléculas.
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Figura 3.2.11 - Esquema de cromatografia de fase reversa (Adaptado de GE Healthcare, Strategies for
Protein Purification)

Os primeiros trabalhos utilizando a RPC para a purificagdo de proteinas foram publicados
a partir do final dos anos 1970, e se tornaram cada vez mais comuns com o desenvolvimento e
melhora dos sistemas de cromatografia liquida de alta performance (HPLC) (Janson e Jonsson,
2011).

Assim como a HIC, a RPC se baseia nas interagdes entre ligantes hidrofobicos
covalentemente ligados a matriz e as regides hidrofébicas de moléculas aplicadas na fase mével.
Porém, no caso da RPC, as matrizes utilizadas possuem uma maior quantidade de ligantes
hidrofébicos. Consequentemente, as interagdes hidrofobicas que ocorrem na RPC s&o mais fortes;
fortes o bastante para permitir que as proteinas sejam adsorvidas em &gua pura, sem a presenca
de sais (Hedhammar et al., 2006).

As matrizes mais comuns utilizadas na RPC sdo baseadas em géis de esferas de silica
porosa com grupos Si-OH modificados para anexar os ligantes. Esferas de silica séo
mecanicamente fortes e quimicamente estaveis em solventes organicos. As particulas de silica
sdo quase totalmente ligadas quimicamente a cadeias de hidrocarbonetos (2 a 8 carbonos para
separacdo de proteinas; 8 a 18 para peptideos), permitindo as fortes interacbes hidrofobicas
observadas na RPC. Polimeros organicos sintéticos, como o poliestireno, também estdo
disponiveis como géis de RPC; no entanto, esses materiais sS40 menos estaveis mecanicamente, e
tendem a encolher ou inchar na presenca de diferentes solventes (Hedhammar et al., 2006).

A fase movel de ligagdo inicial da RPC é primordialmente aquosa. As moléculas de dgua
se organizam no entorno da matriz cromatografica, permitindo a forte ligagdo das proteinas.
Posteriormente, os solventes organicos reduzem a polaridade da fase moével, aumentando a sua
forca eluente. A eluigdo é realizada pelo aumento em gradiente da concentracdo dos solventes
organicos, comumente a acetonitrila, metanol, etanol ou propanol (Hedhammar et al., 2006). A
figura 3.2.12 mostra um cromatograma tipico de uma RPC com eluicdo por gradiente.
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Figura 3.2.12 - Cromatograma de cromatografia de fase reversa (Adaptado de GE Healthcare, Strategies
for Protein Purification).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Locais de Realizacdo dos Experimentos

O experimento foi realizado no Laborat6rio de Anaerébios da Escola de Veterinaria da
Universidade Federal de Minas Gerais (EV-UFMG), no Laboratério Nacional Agropecuério de
Pedro Leopoldo (LANAGRO-MG) e no Laboratério de Imunologia e Bioprodutos da Fundagéo
Ezequiel Dias (FUNED). As etapas de bacteriologia e produgéo das toxinas foram realizadas no
Laboratério de Anaerdbios da EV-UFMG. As ultrafiltracdes das toxinas e titulacGes das
antitoxinas foram feitas no LANAGRO-MG. As purificacdes das toxinas e antitoxinas foram
realizadas no Laboratério de Imunologia e Bioprodutos da FUNED. J& as imunizagdes dos ovinos
se passaram no LANAGRO-MG, e as das galinhas na EV-UFMG.

4.2. Animais Utilizados

Os animais utilizados neste projeto foram tratados de acordo com as normas
internacionais e em consonancia com os principios éticos de experimenta¢do animal do COBEA
— Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal. Foram utilizados camundongos de ambos 0s
sexos da raga Swiss, linhagem Webster, com peso variando entre 16 a 22 g, adquiridos junto ao
setor de Experimentacdo Animal do LANAGRO-MG. Oito carneiros entre 4 e 8 meses de idade
foram adquiridos junto a fazenda Experimental Professor Hélio Barbosa da EV-UFMG, e
mantidos soltos em piquete no LANAGRO-MG durante o experimento. Oito galinhas poedeiras
em pico de produgdo foram adquiridas junto a fazenda Experimental Professor Hélio Barbosa da
EV-UFMG, e mantidas em gaiolas individuais no biotério da EV-UFMG. Foram também
utilizados cobaios da linhagem English Short Ear, de ambos os sexos, pesando entre 350 e 500 g,
cedidos pelo LANAGRO-MG (Reed e Muench, 1938; Brasil, 1997; British Pharmacopeia, 1998;
Lobato et al., 2000; Brasil, 2002; Aradjo, 2007; Souza et al., 2010; Langroudi, 2014; Zayerzadeh
et al., 2014). O presente trabalho obteve aprovagio da Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA-UFMG) para a utilizacdo destes animais, com o nimero de protocolo 214/2016.

4.3. Amostras Utilizadas — Estirpes Bacterianas

Foram empregadas, neste trabalho, as estirpes: Clostridium botulinum tipos C e D,
cedidas pelo LANAGRO/MG; C. perfringens tipo C (ATCC-3628) adquirida junto ao American
Type Culture Collection (EUA); e C. perfringens tipo D (Uzal et al., 1997), pertencente a

bacterioteca do Laboratério de Anaerdbios da EV-UFMG. Todas as estirpes foram mantidas
liofilizadas e congeladas até momento do uso.

4.4. Amostras Utilizadas — Toxinas e Antitoxinas Padrdes
Durante o trabalho, para a realizacdo das comparagdes dos insumos produzidos com

aqueles oficiais, e para as titulagfes das antitoxinas, foram utilizados as toxinas e antitoxinas
padrdes C e D de C. botulinum, beta e épsilon de C. perfringens cedidos pelo LANAGRO-MG

4.5. Reconstituicdo e Teste de Pureza das Amostras Bacterianas.

Para confirmacdo da viabilidade das amostras bacterianas, as mesmas foram avaliadas
guanto a pureza e capacidade de crescimento em anaerobiose. Cada amostra liofilizada foi
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reconstituida com 1 mL de meio de cultura liquido BHI (Brain and Heat Infusion Broth, Difco,
EUA) e transferida para um tubo de ensaio com tampa rosca contendo 9 mL de caldo BHI. Os
tubos foram incubados a 37°C, em camara de anaerobiose (Thermo Scientific, EUA) contendo
mistura gasosa (80% N2; 10% CO2; e 10% H2), por 24 horas. Apds esse periodo, as amostras
foram semeadas em tubos de ensaio com tampa rosca contendo caldo BHI e em duas placas com
agar sangue (AS) de carneiro a 5% e uma placa de agar gema de ovo (para C. botulinum tipos C
e D) ou uma placa de agar SPS (para C. perfringens tipos C e D). Os tubos, uma das placas de
agar sangue e a placa de agar gema de ovo ou SPS foram incubados a 37°C, em cadmara de
anaerobiose contendo mistura gasosa (80% N2; 10% CO2; e 10% H2), por 24 horas. A outra
placa de agar sangue foi deixada em aerobiose para avalia¢do da pureza das amostras. As unidades
formadoras de col6nias foram avaliadas por morfologia de colénia, aspecto da hemdlise, método
de Gram e visualizacdo dos esporos no corpo celular. Foram avaliadas também as reacdes de
lipase e lecitinase nas amostras de C. botulinum semeadas em agar gema de ovo.

4.6. Extracdo de DNA

Das placas incubadas em anaerobiose, foram coletadas trés a cinco colonias de cada
estirpe bacteriana e adicionadas em 400 L de agua Mili-Q estéril. As amostras foram aquecidas
a 98 °C por 20 minutos e centrifugadas a 6000 x g por 10 minutos. O sobrenadante foi armazenado
a4 a 8°C até o momento do uso e utilizado como molde na PCR.

4.7. Tipificacdo e Confirmacéo da Identidade das Estirpes.

A tipificacdo das amostras foi realizada por meio das técnicas de reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) previamente padronizadas. Para tipificacdo das estirpes de C. botulinum, foi
empregada a PCR multiplex que permite a tipificacdo simultanea dos genes da toxina botulinica
C (BOT-C) e D (BOT-D), conforme descrito por Prévot et al. (2007).

As amostras de C. perfringens, foi empregada a PCR multiplex para deteccéo dos genes
da toxina beta 2 (cpb-2), enterotoxina (cpe) e das toxinas principais de C. perfringens alfa (cpa),
beta (cpb), épsilon (etx) e iota (itx) (Vieira, et al. 2008). Os amplicons da PCR foram analisados
por eletroforese em gel de agarose 1,5-2% p/v. A corrente elétrica, de até 200mA, foi conduzida
em tampdo Tris-Borato-EDTA (TBE) 0,5X a 120 volts, por 120 minutos. Foi utilizado um
marcador de peso molecular 100bp. (KASVI, Brasil) com faixas de peso molecular variando de
100 a 3500 bp, servindo como referéncia para a determinacéo do peso molecular dos amplicons.

4.8. Producéo das Toxinas

A producdo das toxinas foi realizada por meio do cultivo das estirpes apds correta
identificacdo e tipificacdo fenotipica e genotipica. Os cultivos foram realizados em meios
especificos para cada Clostridium sp.

Para a producdo de cada uma das toxinas, foi utilizado um biorreator de bancada (BioFlo
110) (New Brunscwick Scientifc C.O., Reino Unido) com volume da dorna de 7,5 L (Figura 4.1).
O biorreator ¢é provido de uma turbina do tipo pitched-blade, dispondo de controle de velocidade
de agitacdo e fornecimento de gés nitrogénio, o qual permite manter uma atmosfera anaerdbia
durante o ensaio. O aparelho possui um sistema automatico de controle de temperatura e pH, além
de permitir a coleta de aliquotas para a dosagem da concentracgdo celular, quantificada por meio
da medida de densidade 6tica (DO), em espectrofotdmetro, lida a 600 nm, a cada hora. As
aliquotas foram também utilizadas para avaliar a pureza do cultivo pela coloracdo de Gram e teste
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respiratorio em placas de agar Muller-Hinton (Difco, EUA) suplementado com 5% de sangue de
carneiro.

Figura4.1- Foto do biorreator BioFlo 110 utilizado nos cultivos de Clostridium spp. 1. Inéculo; 2.
Painel de Controle 3. Turbina pitched-blade; 4. Dorna de Cultivo; 5. Bala de Nitrogénio.
Fonte: arquivo do Laboratério de Anaerébios da EV-UFMG.

Para a producdo das neurotoxinas botulinicas, foi utilizado o meio TPOM descrito por
Zhao et al. (2012), que contém 1% extrato de levedura, 2% hidrolisado de caseina, 2% de
tioglicolato de sddio acido e 0,05% de L-cisteina e 0,5% de glicose, pH 7.2). O pré-in6culo foi
transferido na proporgéo de 10% (v/v) do volume total de meio de cultura para o cultivo. O cultivo
foi mantida por no maximo 24 horas no biorreator e o fim do processo determinado pela medida
da DO.

Para a producdo das toxinas beta e épsilon de C. perfringens tipos C e D, respectivamente,
foi utilizado o meio de producéo de toxina (MTP), suplementado com 0,05% de cisteina, com
controle de pH para manutencéo entre 6,5 e 6,9. O pré-indculo foi transferido na proporcao de
10% (v/v) do volume da dorna. O cultivo foi mantida por aproximadamente nove horas (Carvalho
et al., 2006; Brandi et al., 2014).

4.9.Purificagéo das Toxinas

O quadro 4.1 apresenta 0s principais tampdes utilizados nas cromatografias realizadas
para a purificagdo das toxinas clostridiais objetos deste trabalho.
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Quadro 4.1 — Métodos cromatograficos e respectivos tampdes utilizados nas corridas cromatogréaficas de
purificacdo das toxinas clostridiais C, D, beta e épsilon.

Tampdes Utilizados

GF das toxinas C e D de NaCl 150 mM Tris NaCl 150 mM Tris NaCl 150 mM Tris
C. botulinum 50 mM pH 8,2 50 mM pH 8,2 50 mM pH 8,2

IMAC da toxina Beta de
C. perfringens
IEX da toxina Epsilon de
) PBS 0,01 M, pH 7,2 PBS 0,01 M, pH 7,2 NaCl 1M
C. perfringens
GF da toxina Epsilon de
C. perfringens

4.9.1. Concentracéao e diafiltragcdo das toxinas

Cromatografia

Apbs os cultivos das estirpes, as suspensdes foram centrifugadas a 4500 x g, por 40
minutos a 4°C em ultracentrifuga da marca Hettich, modelo 420R. O sobrenadante removido foi
concentrado no Laboratério de Producdo de Materiais de Referéncia do LANAGRO/MG a 1/10
do volume inicial, pelo sistema de ultrafiltracdo tangencial (Figura 4.2); utilizando membrana de
retencdo de 30 kDa Prepscale® (Millipore, EUA) para os sobrenadantes de cultivo de C.
botulinum tipos C e D; e membrana de retencdo de 10 kDa Prepscale® (Millipore, EUA) para 0s
demais sobrenadantes de cultivo, com auxilio de bomba peristaltica tipo easy load® (Millipore,
EUA).

Figura 4.2 — Foto do sistema de ultrafiltragdo tangencial utilizado para a concentracéo e diafiltracéo dos
sobrenadantes de cultivo bacteriano. Laboratdrio de Produgdo de Materiais de Referéncia do LANAGRO-
MG.

Ap0s a concentracdo a 1/10 do volume inicial, o sobrenadante tinha seu volume dobrado

com tampéo para cromatografia e era novamente concentrado a 1/10 do volume inicial. Este
processo, denominado diafiltragdo, foi realizado um total de cinco vezes. O tampéo utilizado
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variou de acordo com a toxina envolvida e 0 método cromatogréafico utilizado em sua purificacao,
correspondendo aquele utilizado durante as etapas de equilibrio das corridas cromatograficas. O
processo de purificacdo das toxinas se deu por métodos cromatograficos especificos, cada um
com suas particularidades descritas abaixo.

4.9.2. Purificacdo das neurotoxinas C e D de Clostridium botulinum

O sobrenadante concentrado foi submetido a precipitacdo proteica adicionando-se
solucdo de polietilenoglicol — PEG 6000 a 50% (v/v) em agua ultrapura, sob agitacdo lenta durante
30 minutos, para a concentracdo final de 25% de PEG - 1:2 (Zhao et al., 2012). O precipitado
contendo PEG foi entdo armazenado sob refrigeracdo a 4°C por 12 horas. Apés esse periodo, 0
precipitado foi centrifugado em ultracentrifuga Beckman J2-21M, a 4°C, 10.000 x g durante 30
minutos para a retirada de debris celulares. O sobrenadante foi armazenado em outro recipiente
sob refrigeracdo, e o sedimento contendo as proteinas, ressuspendido para 1/3 do volume inicial
utilizando solugdo tamp&o NaCl 150 mM, Tris 50 mM, pH 8,2 (Zhao et al., 2012). A proteina
ressuspendida em tampdo foi fracionada em tubos tipo Falcon de 15 mL, contendo 10 mL por
tubo, e congeladas a —20°C até o momento da cromatografia.

A toxinas botulinicas tipo C e D precipitadas e congeladas, foram submetidas a
cromatografia por filtragdo em gel (GF), baseando-se no protocolo proposto por Zhao et al (2012),
com modificagBes. Foram realizadas por campanha, utilizando-se o equipamento AKTA Pure®
do Laboratério de pesquisa do Servigo de Imunologia Aplicada da FUNED (Figura 4.3 A). Todos
0s passos da cromatografia foram executados a temperatura ambiente, em coluna Hi-Prep
Sephacryl™ S-200®17, submetida aos procedimentos de operacdo, equilibrio e sanitizacéo,
descritos pelo fabricante. O tampéo de corrida para essa coluna foi 0 mesmo utilizado para
ressuspender a toxina botulinica tipos C e D, apés a precipitagdo por PEG, ou seja, NaCl 150 mM,
Tris 50 mM, pH 8,2.

NN = ——

e — B ] S
Figura 4.3 — Fotos dos cromatografos utilizados nas purificacdes. A) AKTA Pure® do Servigo de
Imunologia Aplicada da Fundacéo Ezequiel Dias. B) AKTA Pilot® do Servigo de Imunologia Aplicada da
Fundag&o Ezequiel Dias.

Para a purificacdo utilizou-se as amostras de 10 mL de toxina botulinica precipitada por
PEG, e ressuspendida em tampdo NaCl 150 mM, Tris 50 mM, pH 8,2, previamente
descongeladas. O tampao de equilibrio foi 0 mesmo acima citado e o pH da coluna equilibrada
era de 8,2. O fluxo na coluna (fase mével) foi de 2,3 mL por minuto e foram coletadas fracoes de
5 mL, durante a corrida total de 1,5 volume de coluna (CV). Foram medidas a densidade ética a
280 nm e 254 nm, a condutividade e o pH. Ap6s os procedimentos de purificacdo das toxinas C
e D de C. botulinum tipos C e D, e depois da realiza¢do dos testes que se sucederam, as amostras
foram liofilizadas no liofilizador ModulyoD (Thermo, EUA).
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4.9.3. Purificagdo da toxina beta de Clostridium perfringens

A purificacdo da toxina beta de C. perfringens se deu por meio de cromatografia por
afinidade metalica (IMAC), utilizando-se o zinco como agente quelante (Sakurai e Fujii, 1987).
O equipamento AKTA Pilot® (GE Healthcare, Suécia) (Figura 4.3 B) foi utilizado para as
corridas cromatograficas visando a purificacdo desta toxina. A resina IMAC Sepharose 6 Fast
Flow (GE Healthcare, Suécia), empacotada em coluna XK 26/20 (GE Healthcare, Suécia) (Figura
4.4), foi utilizada durante os procedimentos.

Figura 4.4 - Coluna XK 26/20 (GE Healthcare, Suécia) utilizada nas purificagdes das toxinas beta e épsilon
de Clostridium perfringens.

Ap0s seu empacotamento, a resina foi carregada com o ion zinco por meio da passagem
de no minimo 1 volume de coluna (CV) de solucéo de cloreto de zinco ou sulfato de zinco 0,2 M,
com pH de no maximo 5,5, seguida de lavagem com 5 CV de 4gua ultrapura. Antes de cada
corrida, a coluna cromatogréafica foi equilibrada com 5 CV de tampéao de equilibrio (fosfato 0,05
M, NaCl 0,5 M pH 7,7), a 6,6 mL/min, adquirindo pH 7,7. A amostra contendo a toxina beta em
tampdo de equilibrio era centrifugada a 10000xg por 30 minutos a 4 °C e ajuste do pH para o
mesmo do tampdao de equilibrio (pH 7,7). Apo6s a etapa de equilibrio, 50 a 100 mL de amostra era
injetada na coluna a um fluxo de 4,5 mL/min. Em seguida, 2,5 CV de tampdo de equilibrio eram
passados pela coluna a 4,5 mL/min para a retirada de toda e qualquer substancia néo ligada a
coluna, em uma etapa de lavagem. A préxima etapa era a de elui¢do por gradiente, quando a
concentracdo do tampé&o de eluigdo (fosfato 0,1 M, NaCl 0,5 M, pH 5,7-6,6) aumentava de O a
100% no decorrer de 5 CV injetados na coluna a 4,5 mL/min, seguido de 1 CV do mesmo tampé&o
a 100% a 4,5 mL/min. Finalmente, 4gua ultrapura era passada pela coluna a 4,5 mL/min até que
as leituras de UV e condutividade fossem zeradas. A partir da entrada da amostra até a passagem
de &gua ultrapura, tudo era fracionado em 5 mL e coletado. As fracfes correspondentes as leituras
de UV a 280nm eram identificadas, refrigeradas e analisadas posteriormente.

Outro tipo de cromatografia foi testado para a purificagéo da toxina beta de C. perfringens
tipo C, a troca idnica (IEX). Para tal, também se utilizou o equipamento AKTA Pilot® (GE
Healthcare, Suécia) (Figura 4.3 B), e a resina DEAE Sepharose CL-6B (GE Healthcare, EUA),
empacotada em coluna XK 26/20 (GE Healthcare, Suécia) (Figura Y). A coluna cromatogréfica
foi equilibrada com 5 volumes de coluna (CV) de tampéo de equilibrio (Fosfato 0,01 M, pH 7,7),
a 13,3 mL/min. A amostra contendo a toxina beta em tampdo de equilibrio era preparada
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anteriormente por centrifugacdo a 10000xg por 30 minutos a 4 °C e ajuste do pH para 0 mesmo
do tampé&o de equilibrio (pH 7,7). Ap6s a etapa de equilibrio, 50 a 100 mL de amostra era injetada
na coluna a um fluxo de 4,5 mL/min. Em seguida, 2,5-5 CV de tampéo de equilibrio eram
passados pela coluna a 4,5 mL/min para a retirada de toda e qualquer substancia ndo ligada a
coluna, em uma etapa de lavagem. A préxima etapa era a de elui¢do por gradiente, quando a
concentracdo do tampéo de eluicdo (NaCl 1M) aumentava de 0 a 100% no decorrer de 5-10 CV
injetados na coluna a 4,5 mL/min, seguido de 1 CV do mesmo tampdo a 100% a 4,5 mL/min.
Finalmente, 4gua ultrapura era passada pela coluna a 4,5 mL/min até que as leituras de UV a
280nm e condutividade fossem zeradas. A partir da entrada da amostra até a passagem de agua
ultrapura, tudo era fracionado em 5 mL e coletado. As fracGes correspondentes as leituras de UV
eram identificadas, refrigeradas e analisadas posteriormente.

Apos os procedimentos de purificagdo da toxina beta de C. perfringens tipo C, e depois
da realizacdo dos testes que se sucederam, as amostras foram liofilizadas no liofilizador
ModulyoD (Thermo, EUA).

4.9.4. Purificacao da toxina épsilon de Clostridium perfringens

A toxina épsilon de C. perfringens tipo D foi purificada por cromatografia de troca idnica
(IEX), conforme Uzal et al. (1997). O equipamento AKTA Pilot® (GE Healthcare, Suécia)
(Figura 4.3 B) foi utilizado para as corridas cromatogréaficas visando a purificagdo desta toxina.
A resina DEAE Sepharose CL-6B (GE Healthcare, EUA), empacotada em coluna XK 26/20 (GE
Healthcare, Suécia) (Figura 4.4), foi utilizada durante os procedimentos.

Apos seu empacotamento e antes de cada corrida, a coluna cromatogréfica foi equilibrada
com 5 volumes de coluna (CV) de tampdo de equilibrio (PBS 0,01 M, pH 7,2), a 10-13,3 mL/min,
adquirindo pH 7,2. A amostra contendo a toxina épsilon em tampéo de equilibrio era preparada
anteriormente por centrifugacdo a 10000xg por 30 minutos a 4 °C e ajuste do pH para 0 mesmo
do tampéo de equilibrio (pH 7,2). Foram testadas amostras contendo a toxina épsilon tripsinizada
e nao tripsinizada. Apo6s a etapa de equilibrio, 50 a 100 mL de amostra era injetada na coluna a
um fluxo de 4,5 mL/min. Em seguida, 2,5-5 CV de tampdo de equilibrio eram passados pela
coluna a 4,5 mL/min para a retirada de toda e qualquer substancia ndo ligada a coluna, em uma
etapa de lavagem. A proxima etapa era a de eluigdo das substancias ligadas a coluna, realizada de
forma isocratica com NaCl 1M, a 4,5 mL/min, até que as leituras de UV a 280nm ficassem
préximas de zero. Finalmente, agua ultrapura era passada pela coluna a 4,5 mL/min até que as
leituras de UV a 280nm e condutividade fossem zeradas. A partir da entrada da amostra até a
passagem de agua ultrapura, tudo era fracionado em 5 mL e coletado em tubos. As fragdes
correspondentes as leituras de UV a 280nm eram identificadas, refrigeradas e analisadas
posteriormente. A purificacdo por troca anidnica em resina DEAE-Sepharose CL-6B também foi
testada em amostras de sobrenadante de cultivo de C. perfringens tipo B tripsinizadas contendo a
toxina épsilon ativada. Os procedimentos foram idénticos aos acima descritos.

Como segunda fase da cromatografia da toxina épsilon, trés estratégias foram instituidas.
Na primeira, todas as fracdes do pico de cromatografia IEX contendo a toxina épsilon, cerca de
70 a 100mL, eram repassadas na coluna em uma nova corrida cromatografica com todos os
pardmetros idénticos aos da anterior e acima descrita. Na segunda, 30 mL das fraces do pico de
cromatografia IEX contendo a toxina épsilon eram repassadas na coluna em uma nova corrida
cromatografica com alteracdo no pH dos tampdes e da propria amostra de 7,2 para 8,5 ou 9,1. Na
terceira estratégia, amostras de toxina épsilon pré-purificada por cromatografia IEX foram
submetidas a filtracdo em gel (GF) ou cromatografia por exclusdo de tamanho, descrita abaixo.

Para a GF da toxina épsilon foi utilizada a coluna cromatogréfica pré-empacotada
Superdex 75 10/300 GL (GE Healthcare, Suécia) para fracionamento de moléculas com 3 a 70

52



kDa. A coluna cromatogréfica era equilibrada com 2 CV de tampdo de equilibrio (PBS 0,01 M,
NaCl 0,1 M, pH 7,2) a 0,5 mL/min. A amostra contendo a toxina épsilon pré-purificada em
tampado de equilibrio era liofilizada, ressuspendida, centrifugada a 10000 g por 30 minutos a 4 °C
e tinha seu pH ajustado para 0 mesmo do tampédo de equilibrio (pH 7,2). ApOs a etapa de
equilibrio, 500 ul (2% do CV) de amostra era injetada na coluna a um fluxo de 0,5 mL/min. Em
seguida, a eluicdo era realizada pela passagem de 1,5 CV do mesmo tampé&o de equilibrio (PBS
0,01 M, NaCl 0,1 M, pH 7,2). Apés a saida de 0,2 CV de tampdo durante a elui¢do, fracbes de
amostra de 1 mL comecavam a ser coletadas. As fracdes correspondentes as leituras de UV a
280nm eram identificadas, refrigeradas e analisadas posteriormente.

Ap0s os procedimentos de purificacdo da toxina épsilon de C. perfringens tipo D, e depois
da realizacdo dos testes que se sucederam, as amostras foram liofilizadas no liofilizador
ModulyoD (Thermo, EUA).

4.10. Producéo dos Imundgenos

No total, foram produzidos oito imundégenos monovalentes, para cada toxina produzida,
purificada e inativada, quatro para serem inoculados em ovinos, e outros quatro em galinhas.

4.10.1. Inativacéo das toxinas

Apos as purificacdes, as toxinas purificadas foram inativadas para, posteriormente, serem
inoculadas nos animais para a producdo das antitoxinas. A inativacéo foi feita por meio da adicéo
de formol a 40% para concentrag&o final de 0,5% (v/v), sob agitacdo, em temperatura ambiente.
Aliguotas da mistura foram coletadas e inoculadas em dois camundongos em intervalos de 24
horas, até total inativacdo (Lobato et al., 2010). Os toxdides foram submetidos ao teste de
esterilidade e inocuidade.

4.10.2. Teste de esterilidade

A esterilidade foi verificada pela inoculagdo de 0,5 mL de cada toxdide em quatro tubos
contendo 20 mL de caldo tioglicolato e em quatro tubos contendo 20 mL de caldo sabouraud.
Metade dos tubos de cada um dos in6culos em caldo tioglicolato foi incubada em anaerobiose; 0s
demais tubos com meio sabouraud e com caldo tioglicolato foram incubados em aerobiose. Todos
0s tubos inoculados foram mantidos a 37°C, por 21 dias, com observacdes diarias (Brasil, 2002).

4.10.3. Teste de inocuidade

Dois cobaios foram inoculados com volume de 5,0 mL dos toxdides botulinicos tipos C
e D a serem examinados, com o dobro da massa da dose teste, por via subcutanea, em dois locais
de aplicacdo diferentes. Os animais foram entdo observados por um periodo de sete dias para
evidenciagdo de reagdes locais e/ou sistémicas significativas (Brasil, 2002).

Para o controle de inocuidade dos demais toxoides (beta e épsilon), foram inoculados por
via subcutanea 2 mL do produto em dois cobaios, e estes puderam apresentar somente uma
pequena e ligeira reacéo local durante os sete primeiros dias de observacéo (Brasil, 1997).
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4.10.4. Adicdo de adjuvantes

Os toxadides foram separadamente emulsionados (Sorvall Omni-mixer; Sorvall, EUA) na
propor¢do 1:1 com adjuvante completo de Freund (Sigma-Aldrich, EUA) para a primeira
inoculacdo, e com adjuvante incompleto de Freund (Sigma-Aldrich, EUA) para as demais
inoculacdes (Pires et al., 2012).

4.11. Producdo das Antitoxinas Clostridiais
4.11.1. Producéo das antitoxinas clostridiais em ovinos

Foram utilizados dois ovinos para cada um dos quatro toxoides envolvidos. O volume
inoculado por animal/dia foi de 2,0 mL, contendo uma dose fixa de 200 pug/mL dos respectivos
antigenos (Souza et al. 2010). As aplicacdes dos toxdides C e D de C. botulinum e épsilon de C.
perfringens foram feitas nos dias 0, 21, 42, 63 e 84. A aplicacdo do toxdide beta de C. perfringens
foi realizada nos dias 0, 21, 42, 63, 84 e 105. Apds 14 dias da tltima dose, foram coletados sangue
dos carneiros por pungdo da veia jugular. O sangue coletado foi mantido sob refrigeracdo a 4°C
por 12 horas e centrifugado a 2000 x g por 30 minutos para obten¢do dos soros. Os soros foram
aliquotados em tubos tipo falcon de 15 mL devidamente identificados, e mantidos congelados a -
20°C até o momento do uso.

Quadro 4.2 — Protocolo de Imunizagdo dos ovinos com as toxinas clostridiais C, D, beta e épsilon
purificadas.

Imunizacéo Dia Dose Antigenos
(massa / volume)
1@ 0 200 pg /2 mL C, D, beta e epsilon
22 21 200 ug /2 mL C, D, beta e epsilon
32 42 200 ug /2 mL C, D, beta e epsilon
42 63 200 ug /2 mL C, D, beta e epsilon
52 84 200 ug /2 mL C, D, beta e epsilon
62 105 200 pg /2 mL beta

4.11.2. Producéo das antitoxinas clostridiais em galinhas

Foram utilizadas duas galinhas para cada um dos quatro toxoides envolvidos. O volume
inoculado por animal/dia foi de 1,0 mL, contendo uma dose de 30 pg/mL dos respectivos
antigenos nas duas primeiras inoculagdes, 10 pg/mL na terceira inoculagéo e 50 pg/mL na quarta
e Ultima; baseado no trabalho de Araudjo (2007), mas com modificacGes. As aplicacBes dos
toxoides foram feitas nos dias 0, 14, 21 e 43. Apos a primeira inoculagdo vacinal, os ovos dos
animais foram coletados, identificados, armazenados entre 4 a 8 °C e processados conforme
descrito a seguir.
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Quadro 4.3 — Protocolo de Imunizacdo das galinhas com as toxinas clostridiais C, D, beta e épsilon
purificadas.

Imunizacéo Dia Dose Antigenos
(massa / volume)
12 0 30 ug/1mL C, D, beta e epsilon
28 14 30 ug/1mL C, D, beta e epsilon
32 21 10 pg/1mL C, D, beta e epsilon
42 43 50 ug/ 1 mL C, D, beta e epsilon

4.12. Purificacdo das Imunoglobulinas G

As purificagdes dos soros dos ovinos contendo as imunoglobulinas G contra os antigenos
clostridiais foram realizadas por precipitacdo pelo &cido caprilico, seguido por precipitacdo pelo
sulfato de amdnio (Page e Thorpe, 2002a; Page e Thorpe, 2002b). O volume de soro a ser
purificado era dobrado com tampao acetato de sédio 0,06 M, pH 4,6. Para cada 25 mL de soro, 2
mL de acido caprilico era adicionado gota a gota sob agitacdo em temperatura ambiente, sequido
por 30 minutos em agitacdo. Posteriormente, a amostra era centrifugada a 4000xg por 30 minutos
a 4 °C, o sobrenadante era filtrado em papel filtro (0,45 um) e o pélete descartado. Logo em
seguida, a amostra era novamente colocada em agitacdo para a etapa de precipitagdo por sulfato
de amdnio. Este era adicionado lentamente em seu formato sélido para uma saturacdo final de
45%, e posteriormente a amostra ficava em agitacdo por mais duas horas. Apoés este periodo, era
centrifugado a 4000 x g por 20 minutos a 4 °C, o sobrenadante era descartado e o pélete
ressuspendido para o volume original do soro com PBS 0,01 M, pH 7,2. Finalmente, o soro
contendo o0s anticorpos purificados era dialisado contra este mesmo tampéo a 4 °C e congelado a
-20 °C. Ap6s os procedimentos de purificagdo das imunoglobulinas G, e depois da realizacdo dos
testes que se sucederam, as amostras foram liofilizadas no liofilizador Liotop L101 (Liotop,
Brasil).

4.13. Purificacdo das Imunoglobulinas Y

As purificagBes das imunoglobulinas Y presentes nos ovos das galinhas imunizadas com
antigenos clostridiais foram precedidas de etapas de processamento dos ovos e delipidacdo das
gemas. Para o processamento, 0s ovos eram quebrados e com auxilio de 4gua destilada a clara era
totalmente eliminada, bem como a membrana da gema. A delipidacdo da gema, ou extracdo dos
seus lipideos, foi realizada por meio da sua diluicdo em &gua destilada seguida da alteracdo do
pH e temperatura. As gemas eram diluidas em 1:10, o pH ajustado para 5,0 e a amostra congelada
a -20 °C por 12 horas. Posteriormente, a amostra era descongelada em temperatura ambiente e
centrifugada a 800 g por 40 minutos a 4 °C. O sobrenadante, ou extrato aquoso, era retirado e
filtrado em papel filtro (0,45 um) (Aradjo, 2007).

Para a purificacdo propriamente dita, o extrato aquoso tinha seu pH ajustado para 7,4. Em
seguida, sulfato de aménio sélido era adicionado lentamente e sob agitacdo para uma
concentracdo final de 20%. Apos atingir tal concentracdo, a amostra permanecia sob agitacdo por
mais 30 minutos, quando era centrifugada a 2000xg por 20 minutos a 4 °C, e o precipitado era
ressuspendido em agua destilada para um volume de 40 mL para cada quatro ovos processados.
Finalmente, a amostra purificada era dialisada contra PBS 0,01 M pH 7,2 a 4 °C e congelada a -
20 °C (Arautjo, 2007). Apos os procedimentos de purificagdo das imunoglobulinas Y, e depois da
realizacéo dos testes que se sucederam, as amostras foram liofilizadas no liofilizador Liotop L101
(Liotop, Brasil).
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4.14. Caracterizagao e Avaliagdo dos Insumos
4.14.1. QuantificacOes proteicas

O método de Bradford (1976) foi utilizado com o reagente de Bradford comercial Bio-
Rad Protein Assay Dye Reagent Concentrate®, diluido conforme as recomendacgdes do
fabricante. Em uma placa de polietileno de 96 pocos foi adicionado 200 uL de reagente mais 10
pL da amostra a ser testada ou das amostras de BSA — Soro Albumina Bovina fracdo V , diluida
para elaboracdo da curva padrdo, em duplicata. A solugéo de albumina bovina contendo 1 mg/mL
foi diluida em agua ultrapura para conter 500 pg, 250 ug, 125 ug, 62,5 ug e 31,25 pg perfazendo
0s pontos da curva padrdo. A placa foi incubada no escuro por 15 minutos e em seguida realizada
a leitura a 620 nm, em leitor de placas Multiskan FC.

4.14.2. Titulagdo das toxinas por bioensaios em camundongos

A titulacdo das toxinas purificadas foi realizada pela determinacdo da DLso (menor
quantidade de toxina que mata 50% dos animais inoculados em até 72 horas ap6s a inoculagao),
para as toxinas C e D de C. botulinum, e pela determinacao da dose minima mortal (DMM), menor
quantidade de toxina que mata 100% dos animais inoculados em até 72 horas apds a inoculagéo,
para as toxinas beta e épsilon de C. perfringens. Para a determinacéo das DLso, foram seguidos
o0s procedimentos determinados por Reed e Muench (1938).

Para a determinacdo da DMM da toxina beta purificada, foram seguidos os procedimentos
descritos por Zayerzadeh et al. (2014). Em suma, foram feitas inoculagdes de dilui¢cbes contendo
de 0,5 a5 pg de toxina beta, em um volume de 0,5 mL, por via intravenosa, em dois camundongos
de 18 a 22 g por diluig&o, os quais foram observados por 72 h. Para a determina¢do da DMM da
toxina épsilon purificada, foram seguidos os procedimentos descritos por Langroudi (2014).
Basicamente, foram feitas inoculagdes de diluigdes contendo de 0,125 a 0,5 pg de toxina épsilon,
em um volume de 0,5 mL, por via intravenosa, em dois camundongos por diluicdo, os quais foram
observados por 72 h. Para tal, a toxina épsilon ndo foi ativada por tripsinizagéo.

4.14.3. Titulacdo das antitoxinas C e D de Clostridium botulinum

A determinacdo dos titulos das imunoglobulinas G e Y foi realizada pela técnica de
soroneutralizacdo em camundongos, descrita pela Instrucdo Normativa n® 23 do MAPA de 18 de
margo de 2002 (Brasil, 2002). As toxinas botulinicas tipos C e D padréo oficiais foram diluidas
com o diluente padréo (solucéo salina 0,25% peptonada a 1%) para conter 1 L+/mL em volume
suficiente para a realizacdo dos testes. O controle foi realizado com a antitoxina padrdo oficial
homdloga nas diluigdes 1:2 e 1:5. Para a leitura do teste padronizado em L+, o titulo da antitoxina
em teste foi obtido na menor diluicdo em que ocorreu a morte de 100% dos camundongos
inoculados. As imunoglobulinas G foram testadas para os titulos esperados de 20 Ul/mL até 800
Ul/mL. As imunoglobulinas Y foram testadas para os titulos esperados de 5 UI/mL até 60 Ul/mL.
Apobs a mistura das antitoxinas-teste e da antitoxina padrdo homdéloga com a toxina padrdo
contendo 1 L+/mL os tubos foram agitados e posteriormente incubados em banho-maria a 37 °C
* 1 °C por 60 minutos. Foram inoculados, por via endovenosa, dois camundongos pesando entre
18 e 22 g com 0,2 mL de cada diluicdo das antitoxinas em teste. Para facilitar a inoculago através
da veia da cauda, os camundongos foram mantidos em caixa de aquecimento por alguns minutos
e utilizou-se seringas descartaveis de 1 mL. Os camundongos inoculados foram observados por
72 horas, e o titulo encontrado foi igual ao valor da menor diluicdo da antitoxina em que ocorreu
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morte dos dois camundongos inoculados. Para a validacdo do teste, o controle deveria apresentar
titulo de 5 UI/mL tanto para a antitoxina padrao oficial C, quanto para a antitoxina D.

4.14.4. Titulacdo das antitoxinas beta e épsilon de Clostridium perfringens

A determinacdo do nivel das antitoxinas épsilon e beta foi realizada pela
soroneutralizagdo em camundongos, segundo a Portaria nimero 49 do MAPA de 12 de maio de
1997 (Brasil, 1997) e pelo British Pharmacopeia (1998). As imunoglobulinas G foram testadas
para os titulos esperados de 20 UI/mL até 320 Ul/mL. As imunoglobulinas Y foram testadas para
0s titulos esperados de 10 UI/mL até 60 Ul/mL.

Para realizacdo dos testes, a toxina beta padréo oficial foi diluida com diluente padrao
(solucéo salina 0,25% peptonada a 1%) a fim de conter 10 L+/mL e 10 LO/mL. A toxina épsilon
padrdo oficial também foi diluida com diluente padréo (solucéo salina 0,25% peptonada a 1%)
para conter 10 L+/10 e 10 L0/10/mL. Os controles L+ e LO foram realizados com as antitoxinas
beta e épsilon padrées oficiais, de titulo conhecido. A antitoxina beta padrdo oficial foi diluida
para conter 10 Ul/mL, nivel de teste L+, e a toxina épsilon padrdo oficial para conter 1 Ul/mL,
nivel de teste L+/10. Apds a mistura das antitoxinas-teste e da antitoxina padrdo homologa com
a toxina padrdo oficial, os tubos foram agitados e posteriormente incubados em banho-maria a 37
°C % 1 °C por 30 minutos. Foram inoculados dois camundongos, pesando entre 16 e 20 g cada,
com 0,2 mL por via endovenosa, para cada diluicdo em teste, e aqueles foram observados por 24
horas. Para facilitar a inoculagéo através da veia da cauda, os camundongos foram mantidos em
caixa de aquecimento por alguns minutos e utilizou-se seringas descartaveis de 1 mL. O valor do
titulo correspondia a maior diluicdo da antitoxina onde houvesse sobrevivéncia de todos os
animais em teste.

Para a determinacdo dos titulos das antitoxinas épsilon, a antitoxina padrédo oficial foi
diluida para conter 1 Ul/mL. Duas dilui¢bes foram realizadas com a toxina padréo oficial, uma
para conter 10 L0/10/mL e outra para conter 10 L+/10/mL. Para os controles, misturou-se 1 Ul
de antitoxina padrdo com 10 L0/10 de toxina padrdo, e 10 Ul de antitoxina padrdo com 10 L+/10
de toxina padrdo. Ap6s a mistura das antitoxinas-teste e da antitoxina padrdo homdloga com a
toxina padréo oficial, os tubos foram agitados e posteriormente incubados em banho-maria a 37
°C 1 °C por 30 minutos. Foram inoculados dois camundongos, pesando entre 16 e 20 g cada,
com 0,2 mL por via endovenosa, para cada diluicdo em teste, e aqueles foram observados por 24
horas. Para facilitar a inoculagéo na veia da cauda os camundongos foram mantidos em caixas de
aquecimento por alguns minutos e utilizadas seringas descartaveis de 1mL. O valor do titulo
correspondia a maior diluicdo da antitoxina onde houvesse sobrevivéncia de todos os animais em
teste.

4.14.5. Andlises das toxinas e antitoxinas em gel de SDS-PAGE

Para avaliacdo da eficiéncia dos métodos de purificagdo empregados e maior
caracterizagdo dos padrdes produzidos, as toxinas e antitoxinas foram submetidas a eletroforese
de proteinas por SDS-PAGE em gel de acrilamida, sob condi¢des ndo redutoras, como descrito
por LaemmLi (1970). As concentracGes de acrilamida utilizadas foram de 10% para as toxinas C
e D de C. botulinum e para as imunoglobulinas; e 15% para as toxinas beta e épsilon de C.
perfringens. As amostras foram diluidas em tampédo de corrida na proporcdo 1:2 ou 1:3 e
aquecidas por 5 minutos a 90 °C. As corridas foram realizadas utilizando-se 6 pL de padréo de
peso molecular Precision Plus Protein™ Unstained Standards de 10 a 250 kDa, e aplicando-se
20 uL de amostra por canaleta. A corrida foi realizada no equipamento de eletroforese vertical
Mini-Protean Tetra cell21 contendo tamp&o Tris (25mM), Glicina (0,25M) e SDS 1% ligado a
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fonte PowerPac Basic Power Supply21, a 120 V por 80 minutos. Os géis foram corados pelo
método convencional utilizando Azul de Comassie (Neuhoff et al., 1988).

4.14.6. Confirmacéo da identidade bioldgica das toxinas

Para confirmar a identidade bioldgica das toxinas purificadas, foi realizado Western Blot
das amostras. Primeiramente, gel de SDS-PAGE foi feito conforme o item 4.14.5. Em seguida,
foi feita a transferéncia do gel para a membrana de nitrocelulose utilizando-se o sistema Bio-Rad
Trans Blot Semi-dry21 a 30V, 120 mA por 30 minutos. A eficiéncia da transferéncia foi testada
apos coloracdo da membrana em reagente de Ponceau a 10%, por 10 minutos. Ap6s enxague com
agua destilada, a membrana foi submersa em solucéo de bloqueio (BSA a 1,5% em PBS 0,1 M
com 0,05% de Tween 20), a 4 °C por 12 horas. A membrana foi lavada trés vezes com PBS 0,1
M com 0,05% de Tween 20 por 5 minutos. Foi adicionada a antitoxina padrdo oficial
correspondente e mantida sob agitacéo por 60 minutos. Foram realizadas mais trés lavagens, e em
seguida adicionado o conjugado anti-IgG de carneiro peroxidase diluido 1:800 (toxinas C e D de
C. botulinum) ou 1:2000 (toxinas beta e épsilon de C. perfringens) em PBS 0,1 M com 0,05% de
Tween 20, mantido sob agitagdo por 60 minutos. Em seguida, foram feitas trés lavagens e
adicionado o substrato DAB (Sigma-Aldrich, EUA) e o per6xido de hidrogénio, sob agitacdo, até
aparecimento da cor. A reacao foi interrompida enxaguando-se a membrana com agua destilada.

A identidade biolégica das toxinas também foi confirmada por meio de testes de ELISA
realizados frente aos anticorpos padrdo oficiais, que também testaram a avidez das antitoxinas
produzidas e s&o descritos a seguir.

4.14.7. Testes de avidez das antitoxinas clostridiais

As medicGes de avidez das imunoglobulinas G e Y clostridiais produzidas foram
realizadas por meio de testes de ELISA indireto segundo Wiuff et al. (1997). Para tal, dependendo
da antitoxina em teste, adsorveu-se 100 pL de toxina por pogo, contendo 3 pg/mL de toxina
botulinica tipo C ou D purificada, ou 1 pg/mL de toxina beta ou épsilon purificada de Clostridium
perfringens, diluidas em tampdo carbonato/bicarbonato 0,05 M pH 9,6. As placas em
sensibilizacdo foram identificadas e incubadas por 12 horas a 4°C. Foram feitas trés lavagens de
200 pL/pogo, com solucdo de lavagem, no equipamento Wellwash. Em cada pogo foram
adicionados 100 pL de solugdo de BSA a 3% em PBS 0,1 M Tween 0,05%, para blogqueio de
reacoes inespecificas, e as placas incubadas em estufa a 37°C por 1 hora. Ap6s bloqueio, as placas
foram novamente lavadas trés vezes. Oito a dez dilui¢des das antitoxinas-teste foram realizadas,
com diluigdo inicial de 1:50 para as IgY, e 1:500 para as 1gG, em solucdo de BSA 1,5% em PBS
0,1 M tween 0,05%, em quadruplicata, e as placas foram incubadas por 1 hora a 37°C. ApGs
incubacéo, metade dos pogos em teste foi lavada com solugdo de lavagem, e a outra metade foi
lavada com solugéo de ureia 6M em PBS 0,01 M Tween 0,05%. Trés lavagens de 5 minutos sob
agitacdo com 200 L da respectiva solucdo foram realizadas. Posteriormente, toda a placa foi
lavada com solugdo de lavagem no equipamento Wellwash por trés vezes para a eliminagéo de
toda a ureia. Cem pL/poco de conjugado comercial anti-IgG de ovino (Sigma-Aldrich, EUA),
diluido 1:10.000 em BSA 1,5% em PBS 0,01 M tween 0,05% pH 7,2; ou 100 uL/pogo de
conjugado comercial anti-lgY de galinha (Sigma-Aldrich, EUA), diluido1:30.000, foram
adicionados e as placas incubadas em estufa a 37°C por 1 hora. Em seguida, as placas foram
lavadas trés vezes, e foi adicionado 100 pL/poco de solucdo de OPD diluido em tampdo citrato
pH 5,0, adicionando-se peroxido de hidrogénio no momento do uso. As placas foram incubadas
em estufa a 37°C por 5 a 30 minutos até o aparecimento de cor. A reacdo foi interrompida pela
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adicdo de 50 uL/pogo de &cido sulfarico a 2 N. A intensidade da coloracdo foi determinada em

leitor de ELISA Multiscan FC a 492 nm.
O célculo do indice de avidez para cada diluicdo x (A.l.x) das antitoxinas em teste foi

feito seguindo a férmula:

_ 0D (diluigdo x) + ureia
"~ 0D (diluicio x) — ureia

Al x

O indice de avidez final (A.l.) das antitoxinas em teste foi calculado seguindo a formula:
n

Al = (z A.Lxi)/n
i=1

4.15. Comparagao dos Imunoreagentes Produzidos com os Padrdes Existentes

Para efeito de comparacdo e para assegurar a qualidade dos padrdes produzidos, 0s
mesmos foram comparados a aqueles existentes utilizados pelos 6rgdos oficiais. Para tal
comparagéo, as toxinas e antitoxinas padrdes oficiais existentes foram submetidas a alguns testes,
tais como aqueles descritos nos itens 4.14.5, 4.14.6 e 4.14.7.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Caracterizacao das Estirpes de Clostridium botulinum tipos C e D

As estirpes de C. botulinum tipos C e D utilizadas neste estudo quando cultivadas
apresentaram-se como bastonetes Gram-positivo, retos ou levemente curvos, com caracteristicas
e morfologias tipicas e sugestivas da espécie. Em agar sangue, formaram col6nias acinzentadas,
difusas, beta hemoliticas, com bordos circulares e irregulares; e em &gar gema de ovo, foram
positivas a reacdo de lipase formando uma zona de precipitagdo tipica de C. botulinum (Figura
5.1). As placas incubadas em aerobiose n&o apresentaram crescimento.

Figura 5.1 — Caracterizacao das estirpes de Clostridium botulinum tipos C e D. A) Coloracdo de Gram de
C. botulinum em microscopio 6tico, aumento 100X. B) Colbnias de C. botulinum em agar sangue de
carneiro 5% em anaerobiose por 72 horas. C) Teste de lipase com col6nias de aspecto rangoso rodeadas pro
halo de cor semelhante a madrepérola.

As reacOes de lipase e lecitinase podem ser observadas em placas de agar gema de ovo.
A primeira aparece como uma camada em tons de madrepérolas em torno das coldnias; a segunda
aparece como um halo esbranquicado opaco de precipitacdo, dentro das colbnias. Até
recentemente, a reagdo da lipase era considerada uma caracteristica chave para o isolamento de
coldnias de C. botulinum. No entanto, apos o reconhecimento dos grupos IV-V1 (C. argentinense,
C. butyricum tipo E, C. baratii tipo F), que ndo produzem lipase, a aplicacdo do teste de reacao
de lipase tem sido restrita. A reacdo da lecitinase em C. botulinum é geralmente negativa, ja que
apenas C. baratii e alguns organismos do Grupo Il produzem lecitinase.

As caracteristicas descritas encontradas nas estirpes de C. botulinum tipos C e D utilizadas
nesse estudo foram confirmadas por meio da PCR (Prévot et al. 2007). A Figura 5.2 mostra uma
foto de gel de PCR para identificacdo dos genes de C. botulinum tipos C e D.
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Figura 5.2 - Eletroforese em gel de agarose a 1,5% da PCR Monoplex para deteccdo de DNA de
Clostridium botulinum tipos C e D. Canaleta 1: padrdo de tamanho molecular 1 kb plus; Canaleta 2: controle
negativo; Canaleta 3: canaleta referente & amplificacdo dos genes de C. botulinum tipo C; Canaleta 4:
canaleta referente a amplificacdo dos genes de C. botulinum tipo D. BotC: banda referente ao gene produtor
da toxina C, com 169 pb. BotD: banda referente ao gene produtor da toxina D, com 264 pb.

5.2. Caracterizacdo das Estirpes de Clostridium perfringens tipos C e D

As estirpes de C. perfringens tipos C e D utilizadas para a produgdo das toxinas beta e
épsilon, respectivamente, foram testadas quanto suas caracteristicas morfoldgicas e de pureza.
N&o ocorreram crescimentos nos meios de cultura deixados em aerobiose. Em agar sangue, as
colbnias bacterianas mostraram zonas de dupla hemdlise em seu entorno, caracteristicas da
espécie. Nas placas de agar SPS, houve formacgdo de colbnias enegrecidas caracteristicas de C.
perfringens, resultado da reducéo de sulfitos com a formacéo de precipitados negros de sulfuretos
ferrosos (Hatheway, 1990). Ao microscopio, corados pela coloragdo de Gram, foram observados
bacilos gram-positivo retos, predominantemente isolados ou em pares, sem a presenca de outras
formas contaminantes (Figura 5.3).

’: ~\ / Nl i N

Figura 5.3 - Caracterizagdo das estirpes de Clostridium perfringens tipos C e D. A) Coloragdo de Gram de
Clostridium perfringens em microscépio 6tico, aumento 100X. B) Coldnias de C. perfringens em &agar
sangue de carneiro 5% mostrando zonas de dupla hemélise. C) Crescimento de C. perfringens em agar SPS
mostrando coldnias enegrecidas devido a sulfito redugao.
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Além das caracteristicas de crescimento e morfoldgicas, a tipificacdo das estirpes foi
confirmada por meio de PCR (Vieira, et al. 2008). A Figura 5.4 mostra uma foto de gel de PCR
multiplex para identificacdo dos genes de C. perfringens tipos C e D.

Figura 5.4 - Eletroforese em gel de agarose a 2% da PCR Multiplex para detec¢do de DNA de Clostridium
perfringens. PM: padrdo de tamanho molecular 100 pb; ETX: canaleta referente a amplificag8o dos genes
de C. perfringens tipo D. Seta: banda referente ao gene produtor da toxina épsilon, com 656 pb; CPA: banda
referente ao gene produtor da toxina alfa, com 385 pb; CPB canaleta referente a amplificacdo dos genes de
C. perfringens tipo C. Seta: banda referente ao gene produtor da toxina beta, com 196 pb.

5.3. Producéo das Toxinas

Ap0s a caracterizacdo e confirmagdo da pureza das estirpes, elas foram cultivadas para a
obtencdo das toxinas. Estas foram produzidas em biorreator de bancada (BioFlo 110) (New
Brunscwick Scientifc C.O., Reino Unido). Trés litros de meio especifico para cada micro-
organismo cultivado foram utilizados para a producéo. O rendimento em volume de sobrenadante
de cultivo contendo as toxinas também foi préximo dos mesmos trés litros.

Os cultivos de C. botulinum tipos C e D foram mantidas por um periodo de 24 horas, com
0 pH estabilizado préximo de 7,0. A expressdo maxima de toxinas botulinicas ocorre entre o final
da fase de crescimento exponencial e o inicio da fase estacionaria, as quais tém sua duracao
intimamente ligadas ao pH do meio. Além disso, m&xima producéo de toxina é esperado quando
se mantém o pH do cultivo em 7,0; condi¢fes mais acidas ou mais basicas tendem a inibir a
transcricdo dos genes responsaveis pela producdo dessas neurotoxinas (Li et al., 2013). Apds, o
sobrenadante de cultivo foi retirado e seguiu para as etapas de concentragdo, diafiltracdo e
purificacéo.

O cultivo de C. perfringens tipo C, para a obtencdo da toxina beta, foi mantida por cinco
horas, quando a medida da densidade dptica (DO) estabilizou em 0,340, e o pH atingiu o valor de
7,06, acima do limite estipulado de 6,9. Ja o cultivo de C. perfringens tipo D, para a obtengdo da
toxina épsilon, foi mantida por 5 horas e 30 minutos, quando a DO caiu de 1,296 para 1,142,
enguanto o pH se manteve por volta de 6,8. Os tempos de cultivo de C. perfringens sdo conhecidos
por serem rapidos, comumente por volta de 8 a 9 horas de cultivo. C. perfringens produz e secreta
suas principais toxinas primordialmente em sua fase de crescimento exponencial, durante a qual
as medidas da DO aumentam progressivamente. Por esta razdo, o cultivo deve ser paralisada apds
o término da fase de crescimento exponencial, quando a DO estabiliza e comega a declinar,
visando obter o maior titulo possivel de toxinas (Alves, 2013).
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No presente trabalho, o crescimento foi acelerado, entre 5 horas e 5 horas e meia, quando
houve a maior medida de DO, e, portanto, maior quantidade de toxina produzida. Isto ocorreu
possivelmente devido as caracteristicas dos meios, das estirpes, ou mesmo do equipamento
utilizados nos cultivos. Outros trabalhos reportaram tempos de crescimento ainda menores, de 4
horas, quando foram obtidas as medidas mais altas de DO e de produgéo de toxinas (Kulsherestha,
1973; Brandi et al., 2014). Ademais, a faixa de pH em que ha crescimento do micro-organismo
varia de 5,5 a 8,0, com maxima DO quando o pH é mantido em 6,5 (Brandi et al., 2014). Assim
como para C. botulinum tipos C e D, os sobrenadantes de cultivo retirados foram em seguida
concentrados, diafiltrados e utilizados nas purificagdes.

5.4. Purificagdo das Toxinas

5.4.1. Purificacdo das toxinas botulinicas C e D de Clostridium botulinum

Anteriormente & cromatografia por filtracdo em gel (GF), o método utilizado para
precipitacdo das proteinas do sobrenadante de cultivo de C. botulinum empregou o PEG 6000.
Este foi eficiente em concentrar as proteinas das suspensodes proteicas, conforme demonstrado na
figura 5.5. Na figura 5.5A, canaleta 2, e figura 5.5B, canaleta 4, pode ser observado um arraste
no gel e bandas mais evidentes, sugerindo uma maior concentragdo de proteinas devido a
utilizacdo do PEG, quando comparadas as canaletas contendo amostras ndo concentradas.

Figura 5.5 - SDS-PAGE a 10% apresentando os resultados da precipitacdo das toxinas botulinicas C e D
por PEG 6000. A) Canaleta 1: marcador de peso molecular; Canaleta 2: toxina botulinica tipo C precipitada;
Canaleta 3: sobrenadante da precipitagdo da toxina por PEG; Canaleta 4: toxina botulinica tipo C
concentrada 10 a 20X. B) Canaleta 1: marcador de peso molecular Canaleta 2: toxina botulinica tipo D
concentrada 10 a 20X; Canaleta 3: sobrenadante da precipitagdo da toxina por PEG; Canaleta 4: toxina
botulinica tipo D precipitada.

Os polietilenoglicois (PEG) séo polimeros sintéticos sollveis em &gua cuja capacidade
para precipitar proteinas da solu¢do pode ser melhor entendida em termos do conceito de volume
excluido. Embora condi¢Bes extremas, tais como temperaturas elevadas, possam resultar em
interacOes favoraveis indesejadas entre PEG e proteinas, sob condi¢des normais, os PEG néo
perturbam a estrutura nativa das moléculas de proteina. Os PEG oferecem varias vantagens sobre
0s agentes de precipitagdo comumente disponiveis e cumprem a maioria dos critérios e
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necessidades de uma precipitacdo, conseguindo remover residuos de células bacterianas, partes
de proteinas impuras e &cidos nucleicos (Kumar, et al., 2011; Zhao et al., 2012).

Zhao et al., (2012) descreveram um processo de purificacdo de toxina botulinica tipo B
utilizando precipitacdo por PEG acompanhado de trés passos adicionais de purificacdo por
cromatografia. Segundo os autores, quando comparada a precipitacdo por sulfato de aménio, a
precipitacdo por PEG é um método mais suave para a extragdo de proteinas e contribui para a
manutencdo das suas atividades bioldgicas. A concentracdo de proteina € aumentada pelo
incremento da concentracdo de PEG até a solubilidade maxima se exceder e ocorrer precipitacao.
Neste estudo, o produto bruto de BoNT B foi obtido por precipitacdo com PEG. A precipitacdo
com PEG remove 0 contaminante, € estavel, e pode ser ressuspendido para a concentracao
desejada no momento do uso. Para alcancar este objetivo, utilizou-se 20% (p/v) de PEG-6000 em
pH 5,0, e foi relatada uma taxa de recuperacdo de complexos de BONT B de até 87%.

A taxa de recuperacdo descrita neste estudo ndo foi quantificada, porém o sobrenadante
coletado apos a centrifugagdo da solugdo de proteinas precipitadas com PEG 6000 ndo apresentou
bandas de proteinas quando testados no gel de SDS-PAGE (Figura 5.5A e 5.5B, canaletas 3). Isto
demonstra que o método empregado foi eficaz em recuperar as proteinas botulinicas, ndo havendo
perda aparente de toxina.

Neste trabalho, os sobrenadantes de cultivo de C. botulinum tipos C e D contendo as
toxinas botulinicas apresentaram titulos em camundongos de 10%2 DLso/mL e 1082 DLso/mL antes
das concentracOes, respectivamente. ApGs 0s processos de concentracdo e precipitacdo, 0s
sobrenadantes, apresentaram titulos em camundongos de 10" DLso/mL e 1082 DLso/mL,
respectivamente. O aumento de 100 vezes observado no titulo das toxinas botulinicas C e D,
demonstra que os métodos empregados para concentracdo foram satisfatorios e podem ser
empregados para aumentar o rendimento desses materiais, bem como melhorar e facilitar seu
armazenamento e processamento posterior.

Os primeiros experimentos para purificacdo de toxina botulinica tipos C e D a partir da
proteina precipitada e concentrada foram realizados no equipamento Akta Pilot®, utilizado para
cromatografia em maiores escalas. A amostra aplicada na coluna Hi-Prep Sephacryl S-200®,
neste equipamento, percorria um caminho de cerca de 60 mL em contato com o tampé&o de eluig&o,
sendo diluida ao longo desse percurso, o que interferia diretamente na capacidade de recuperagao
da toxina purificada ap6s a passagem pela coluna. Além disso, foram feitos 12 experimentos de
purificacdo no Akta Pilot® e ndo foi possivel padronizar as corridas, obtendo-se perfis
cromatograficos diferentes a cada corrida.

Posteriormente, 0 equipamento Akta Pure® passou a ser utilizado, onde a amostra era
injetada diretamente na coluna através do loop de injecdo de amostra, sofrendo menor diluicéo
durante o procedimento. No Akta Pure®, todas as corridas realizadas para purificagdo da toxina
botulinica tipos C e D, apresentaram o mesmo perfil cromatografico, havendo repetibilidade e
padronizagdo no processo de purificagdo.

A figura 5.6 apresenta os perfis cromatograficos obtidos nas purificacdes das toxinas
botulinicas C e D na coluna Hi-Prep Sephacryl-S200®. As setas indicam os picos referentes as
fragdes coletadas contendo as neurotoxinas C e D purificadas. Importante observar que, por serem
de alto peso molecular, nas corridas de filtracdo em gel, as toxinas botulinicas (150 kDa) e os
complexos de proteinas que as acompanham tendem a eluir na parte inicial da cromatografia
(Figura 5.6). Proteinas de alto peso molecular permeiam poucos ou henhum dos poros presentes
na resina cromatogréafica e eluem rapidamente. J& as proteinas de médio e baixo peso molecular,
as quais predominam nos sobrenadantes de cultivo, eluem mais tardiamente.
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Figura 5.6 — A) Perfil cromatogréfico obtido na purificacdo da toxina botulinica C. B) Perfil
cromatografico obtido na purificagdo da toxina botulinica D. Setas: picos referentes as fracbes de
neurotoxinas C e D eluidas.

Nas cromatografias para purificacdo da toxina botulinica C foram coletadas as fragdes 05
a 13, e selecionadas as fragdes 6 a 12, que perfizeram um total de 35 mL por corrida, e cerca de
1,5 mg/mL de toxina botulinica C purificada. Nas cromatografias para purificacdo de toxina
botulinica D foram coletadas em tubos as fracdes 05 a 14, e selecionadas as fracdes 6 a 14, que
perfizeram um total de 45 mL por corrida, e cerca de 3,0 mg/mL de toxina botulinica D purificada.
Afigura 5.7 apresenta o gel de SDS-PAGE com as fragdes coletadas na cromatografia de excluséo
por tamanho das amostras de suspensdo de toxina botulinica C e D.
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Figura 5.7 — A) SDS-PAGE das fracGes de 5 a 13 coletadas na cromatografia da toxina botulinica C. B)
SDS-Page das fragdes de 5 a 13 coletadas na cromatografia da toxina botulinica D. Nas canaletas PM,
padrdo de peso molecular, e nas canaletas seguintes, amostras das respectivas fracfes coletadas na
cromatografia. Setas: bandas referentes as toxinas botulinicas integras (150 kDa) e suas subunidades de 100
e 50 kDa.

Os camundongos inoculados com as fragdes de toxinas botulinicas tipos C e D coletadas
apos as cromatografias apresentaram quadro clinico semelhante aos descritos quando se inoculam
esses animais com material proveniente de casos de botulismo: respiracdo ofegante,
acinturamento tipo “cintura de vespa” por paralisia do diafragma, paralisia muscular das patas
traseiras e Gbito em até 72 horas (Lobato et al., 2008).

A identidade biologica dos complexos de toxinas botulinicas C e D purificadas foi
confirmada por meio de Western Blot utilizando s antitoxina padréo oficial. A figura 5.8 apresenta
os resultados desta metodologia em membrana de nitrocelulose dos complexos de neurotoxinas
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purificadas. Esta identidade biol6gica também foi confirmada pela realizacéo de testes de ELISA
indireto, descritos em sessdo posterior.

150 kDa
—

Figura5.8 - Western Blot dos complexos de neurotoxinas botulinicas C e D purificadas. Canaleta 1: toxina
C purificada. Canaleta 2: toxina C padrdo. Canaleta 3: toxina D purificada. Canaleta 4: toxina D padréo.
Seta: bandas referentes as toxinas botulinicas.

Resultados semelhantes aos perfis cromatograficos obtidos nas cromatografias por
filtracdo em gel (GF) foram relatados por outros autores (Gessler e Bohnel 1999; Al-Saleem et
al., 2012). Estes obtiveram perfis de bandas em gel de SDS-PAGE com massas moleculares de
15a 17 kDa, de 33 a 35 kDa, 50 kDa, 71 a 76 kDa e 130 a 150 kDa, representando as diversas
proteinas auxiliares ndo tdxicas e téxicas que podem estar associadas com alguns sorotipos de C.
botulinum, formando um complexo altamente resistente a prote6lise e a baixos valores de pH.

Zhao et al. (2012) descreveram que a toxina botulinica B, assim como as de outros tipos,
sdo produzidas na forma de complexos proteicos, em que 0 componente principal da neurotoxina
esta ligado ndo-covalentemente a outras proteinas ndo tdxicas. Os complexos dessas neurotoxinas
sdo estaveis somente em intervalo de pH ligeiramente &cido (5,0-7,0), e podem dissociar em
solucdes alcalinas (pH > 7,0). No estudo destes autores, para a purificagdo da toxina botulinica B
e seus complexos, foram realizados dois passos de purificagéo; sendo o primeiro com pH 8,0, e 0
segundo com o pH 5,8. No primeiro passo, foi removida uma pequena parte de proteinas
contaminantes e &cidos nucleicos, utilizando a coluna de exclusdo de tamanho Sephacryl S-100.
Diferentemente do presente trabalho, Zhao et al. (2012) necessitavam de um altissimo nivel de
purificacdo da toxina botulinica, que seria utilizada posteriormente como produto injetavel para
aplicagdo em seres humanos. A figura 5.9 mostra um gel de SDS-PAGE contendo as amostras de
toxina botulinica B purificadas obtidas por Zhao et al. (2012).
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Figura 5.9 - SDS-PAGE do complexo de toxinas botulinicas B purificadas obtidas por Zhao et al. (2012).
Canaleta M: padrdo de peso molecular. Canaletas 1 a 3: amostras de toxinas purificadas.

No presente estudo, optou-se por utilizar a coluna Sephacryl S-200® devido a sua
capacidade para processos de filtracdo em gel, e usabilidade para a separagdo de proteinas entre
5 e 250 kDa. Optou-se também por uma Unica fase cromatografica para a purificacdo dos
complexos das toxinas botulinicas C e D, ja que o resultado obtido foi suficiente em qualidade,
quantidade e rendimento para a execucao das etapas posteriores. Além disso, 0 tempo necessario
para os todos procedimentos de purificagdo das toxinas C e D de C. botulinum tipos C e D foi de
aproximadamente quatro dias; como comparagéo, a purificacdo da toxina botulinica B segundo
0s procedimentos utilizados por Zhao et al. (2012) levava nove dias.

5.4.2. Purificacdo da toxina beta de Clostridium perfringens

Anteriormente ao procedimento de purificagdo propriamente dito, os sobrenadantes de C.
perfringens tipo C contendo a toxina beta eram concentrados e diafiltrados. A diafiltracdo é um
processo de filtracdo das amostras, que leva a remogdo ou separagdo de solutos e outros
componentes em solugdo por meio dos seus tamanhos moleculares. Em trabalhos de purificagdo
de proteinas, € comum o emprego da dialise apos a concentra¢do ou precipitagdo para a troca do
tampéo original da amostra por aquele necessario para a cromatografia. No presente estudo,
optou-se pelo emprego da diafiltracdo para tal, sem prejuizo algum a qualidade final da amostra
a ser purificada. Pelo contrério, a diafiltragdo foi capaz de fazer as trocas de tampdes necessérias,
e, sendo um procedimento mais rapido que a dialise, deixou as amostras menos tempo sujeitas ao
ambiente e a degradacdo. Além disso, o controle do volume final das amostras é muito mais
preciso quanto se utiliza a diafiltracdo em relagdo a dialise, 0 que pode ser importante na
recuperacao e no controle da concentracdo das amostras purificadas ao final das cromatografias.

Outra etapa comum durante a purificacdo da toxina beta de C. perfringens tipo C ¢é a
precipitacdo de proteinas com sulfato de aménio (Sakurai e Duncan, 1977; Sakurai e Fuji, 1987;
Carvalho et al., 2006; Vidal et al., 2008; Zayerzadeh et al., 2014), com o objetivo principal de
concentrar 0 sobrenadante e comegar o processo de remogéo de impurezas em algum grau. No
presente trabalho, optou-se por concentrar o sobrenadante contendo as toxinas por ultrafiltracéo
tangencial seguida por diafiltracdo. Este processo foi satisfatério para a concentragdo dos
sobrenadantes, bem como é muito mais rapido que a precipitacdo, deixando as amostras menos
tempo sujeitas ao ambiente, bem como estas ndo entram em contato com grandes concentragdes
de sais, evitando, portanto, dois fatores que podem contribuir para a degradagéo proteica (Lial et
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al., 2004). A figura 5.10 mostra o sobrenadante de C. perfringens tipo C concentrado e diafiltrado,
além do permeado da concentragdo e diafiltracdo. Como mostra a figura, ndo houve perda
evidente de toxina beta durante os procedimentos de concentracao e diafiltracao.

PM 1 2

20

Figura 5.10 - SDS-PAGE a 15% apresentando: PM: padrdo peso molecular em kDa. Canaleta 1:
sobrenadante concentrado e diafiltrado de Clostridium perfringens tipo C, diluido 10x para melhor
visualizagdo das bandas. Canaleta 2: permeado da concentracéo e diafiltracdo. Seta: banda referente a toxina
beta.

A purificagdo propriamente dita da toxina beta de C. perfringens se deu por meio de
cromatografia por afinidade metélica (IMAC), utilizando-se 0 zinco como agente quelante em
resina IMAC Sepharose 6 Fast Flow. O carregamento da resina com zinco foi feito com sulfato
de zinco e cloreto de zinco; ndo houve diferencas em relacdo a utilizacao desses dois sais, ficando
a escolha a cargo da disponibilidade de ambos.

Foram testados os volumes de 50 a 100 mL de amostra para a purificacdo da toxina beta.
Né&o houve diferenca visivel na qualidade da purificacdo quando se aumentou o volume injetado
na coluna; obviamente, a utilizagdo de maior volume levou a purificacdo de maior quantidade de
toxina. Sendo assim, 100 mL podem ser utilizados durante as purificacdes dentro dos parametros
estabelecidos neste estudo. Nas condicGes deste trabalho, volumes maiores que 100 mL néo foram
testados.

Apos a injecdo da amostra na coluna cromatografica, a toxina beta em pH 7,7 se liga a
resina carregada com zinco e com 0 mesmo pH, enquanto as impurezas néo, sendo entdo lavadas
pelo tampdo. Posteriomente, a redugdo do pH do tampao deveria fazer com que a toxina beta
ligada a resina fosse eluida da coluna. Contudo, isso ndo ocorreu; gradientes de eluicdo com faixas
de pH de até 5,7 foram testados como tentativas para a eluigdo e recuperacdo da proteina, sem
sucesso. Diferentemente do esperado, a reducdo drastica da forca ibnica do tampéo e do ambiente
da coluna, por meio da lavagem da coluna com agua ultrapura, foi a responsavel pela eluigdo da
toxina beta. Tal comportamento ndo foi descrito por Sakurai e Fuji (1987) e Carvalho et al. (2006),
o0s quais fizeram purificacfes da toxina beta de C. perfringens tipo C por meio de cromatografia
de afinidade metalica (IMAC) em matrizes similares, mas ndo idénticas. Tampouco a elui¢do da
toxina em agua pode ser explicada pela teoria da IMAC, a qual institui que a eluicdo das proteinas
em purificagdo pode ser feita por meio da reducéo do pH, por meio de um agente competitivo, tal
como o imidazol, ou por um agente quelante, como o EDTA (Chaga, 2001). Possivelmente, a
eluicdo da toxina beta em agua ultrapura tenha relacdo com as caracteristicas intrinsecas e
especificas da resina cromatogréfica utilizada neste trabalho.
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As condutividades registradas durante as etapas de equilibrio das corridas variaram de
47,16 a 52,4 mS/cm. J& as condutividades registradas durante as passagens das amostras variaram
de 43,2 a 51,6 mS/cm. A pequena variacao relativa entre as condutividades demonstra o quanto
o controle das forgas ibnicas dos tamp0Oes e das amostras era rigido. Evidencia também que as
trocas de tampdes dos sobrenadantes pela diafiltracdo foram bem-sucedidas.

A figura 5.11 apresenta o perfil cromatografico obtido nas purificagdes da toxina beta de
C. perfringens tipo C por IMAC. O cromatograma apresentado na figura 5.11A mostra o pico da
lavagem contendo as impurezas retiradas da amostra. Observa-se que ndo houve eluigdo de
proteinas durante o gradiente de pH. Ja no cromatograma apresentado na figura 5.11B, observa-
se um pico contendo a toxina beta purificada, eluida em &gua ultrapura. Os pontos maximos dos
picos de lavagens, gue continham as impurezas, variaram de acordo com a quantidade de amostra
injetada, com valores de 1079,45 a 2733 mAU. Os picos maximos dos picos de elui¢do, contendo
a toxina beta purificada, também variaram de acordo com o volume de amostra injetado, com
valores de 142,76 a 677,92 mAU. Os valores em mAU dos picos de lavagens tém correlagdo
positiva direta com a quantidade de impurezas retiradas da amostra; quanto maiores estes picos,
maior a quantidade de proteinas contaminantes retiradas e maior a pureza final da toxina alvo.
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Flgura 5 11 A) Cromatograma OthdO na purlflca(;ao da toxina beta de C. perfrmgens tipo C por IMAC,
gue mostra a eluicdo por gradiente de pH. Seta: pico contendo as impurezas. B) Parte do cromatograma
obtido na purificacdo da toxina beta de C. perfringens tipo C por IMAC que mostra a eluigdo da toxina beta
pela gua ultrapura. Seta: pico contendo a toxina beta purificada.
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A concentracao proteica média das amostras utilizadas para a purificacdo da toxina beta

foi de 1,89 mg/mL. A concentracdo proteica média da toxina beta purificada obtida nas
cromatografias foi de 294,26 ug/mL, sendo que guanto maior o volume de amostra injetado,
maior a concentragdo obtida. De 5,59 % a 11,40 %, e em média 8,97% do total de proteina injetada
na coluna cromatografica como amostra eram retirados ao final das corridas como proteina beta
purificada.
A figura 5.12 apresenta o gel de SDS-PAGE com as fra¢Oes coletadas em cromatografia
de afinidade metalica para a purificagdo da toxina beta de C. perfringens tipo C. Observa-se no
gel uma banda forte correspondente a toxina beta e uma banda de intensidade média logo abaixo,
que possivelmente se trata da toxina beta com menor peso, fruto de quebra ou degradacéo parcial.
Ha ainda poucas bandas de fraca intensidade e com alto peso molecular; estas podem se tratar de
formas oligomerizadas da toxina beta (Carvalho et al. 2006). Na canaleta 1 da figura 5.12,
observa-se inumeras bandas de intensidades varidveis, referentes as impurezas retiradas durante
a lavagem. Nenhuma das proteinas presentes no lavado corresponde a toxina beta; portanto, ndo
houve perda aparente da toxina durante a cromatografia.
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Figura 5.12 - SDS-PAGE a 15% apresentando: PM: padréo de peso molecular em kDa. Canaleta 1: lavado
contendo as impurezas que ndo se ligaram a resina de cromatografia. Canaleta 2: eluido em agua ultrapura
contendo a toxina beta de C. perfringens tipo C. Seta: banda referente a toxina beta.

A identidade bioldgica da toxina beta purificada de C. perfringens tipo C foi confirmada
por meio de Western Blot utilizando as antitoxinas padrbes oficiais, e o0s resultados sdo
apresentados na figura 5.13. Na imagem observa-se duas bandas fortemente marcadas logo abaixo
de onde seria 0 peso molecular de 37 kDa. E possivel que ambas as bandas sejam a toxina beta,
sendo a de menor peso molecular fruto de quebra ou degradacéo parcial da toxina. A identidade
bioldgica da toxina beta também foi confirmada pela realizacdo de testes de ELISA indireto,
descritos em sessdo posterior.

Figura 5.13 - Western Blot da toxina beta purificada de Clostridium perfringens tipo C. Seta: banda
referente a toxina beta.

Carvalho et al. (2006) utilizaram a cromatografia de afinidade metélica (IMAC) para
purificacdo da toxina beta de C. perfringens tipo C, obtendo perfil de pureza semelhante ao do
presente estudo; banda forte correspondente a toxina beta, e algumas outras bandas fracas,
principalmente de alto peso molecular. Segundo os autores, essas bandas de alto peso seriam
formas oligomerizadas da toxina beta. Estes mesmos autores também relataram em seu trabalho
um baixissimo rendimento em quantidade de proteina beta obtida por meio da IMAC.
Diferentemente, o presente estudo obteve rendimento considerado bom em termos da quantidade
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em massa de toxina obtida por corrida cromatografica (até aproximadamente 21,61 mg de toxina
beta purificada por corrida).

Outros trabalhos de purificacdo da toxina beta de C. perfringens necessitaram de duas ou
trés fases cromatograficas para a obtencdo da proteina altamente purificada. Worthington e
Mulders (1975) utilizaram duas filtragdes em gel seguidas de cromatografia por troca ionica.
Sakurai e Dunkan (1977) fizeram uso de uma etapa de filtracdo em gel seguida de focagem
isoelétrica e cromatografia de imunoafinidade. Sakurai e Fuji (1987) associaram a cromatografia
de afinidade metélica com a filtragcdo em gel. Ja Zayerzadeh et al. (2014) utilizaram cromatografia
de troca catibnica, seguida de outra de troca aniénica e uma filtracdo em gel. Além disso, sdo
comuns as etapas de liofilizacdo e dialise entre as cromatografias acima citadas, aumentando
ainda mais a manipulacdo das amostras. O que acontece quando multiplos procedimentos e fases
de purificacdo sdo empregados, é que a pureza resultante é evidenciada pela presenca de apenas
uma banda da proteina em gel de eletroforese. Contudo, como verificado nos trabalhos acima
citados, a maior manipulacdo das proteinas pode levar & degradacdo e perdas proteicas durante as
cromatografias e processos que as envolvem. Como resultado, em geral, o rendimento em massa
e a atividade bioldgica da toxina tendem a cair quanto maior for o nimero de passos durante a
purificacéo.

Outro ponto importante durante a interpretagdo dos resultados encontrados pelos
trabalhos citados acima e o presente estudo é a escala de purificacdo da toxina beta de C.
perfringens tipo C. Grande parte daqueles trabalhos ndo informa a escala, volume ou quantidade
de amostra submetida a purificacdo; aqueles que informam trabalharam com pequenas colunas e
por consequéncia pequenos volumes de amostra. Sakurai e Fuji (1987), por exemplo, trabalharam
com uma coluna de afinidade metélica com dimensdes de 1,6 x 10,0 cm, e um volume maximo
de resina de 20 mL. O presente estudo chegou a purificar, por corrida, até um litro de sobrenadante
de cultivo em sua forma concentrada, contendo cerca de 189 mg de proteinas, sendo considerada
uma purificacdo em média escala. E sabido que o escalonamento é um dos principais entraves na
producéo de produtos purificados, sendo que quanto maior a escala, maiores as dificuldades para
a obtencdo de um produto final com boa pureza, atividade e estabilidade (Milne, 2017).

O titulo da toxina beta purificada de C. perfringens tipo C foi determinada pela DMM
(menor quantidade de toxina que mata 100% dos animais inoculados em até 72 horas ap6s a
inoculacéo), segundo Zayerzadeh et al. (2014). O titulo obtido da toxina beta ap6s a cromatografia
por afinidade metalica obtido foi de 1600 DMM/mg, sendo que o titulo total maximo obtido em
uma unica corrida cromatografica foi de 34576 DMM. Zayerzadeh et al. (2014) mediram o titulo
da toxina beta ap6s cada uma das quatro etapas utilizadas para sua purificacdo. Apds a
precipitacdo por sulfato de aménio, o titulo obtido foi de 107,1 DMM/mg; ap6s cromatografia de
troca cationica, 400 DMM/mg; depois de cromatografia de troca anidnica, 4444,5 DMM/mg; e
8333,3 DMM/mg apos filtracdo em gel. Nota-se que quanto maior o nivel de purificacdo da
toxina, maior seu titulo em DMM/mg, porém os rendimentos em atividade letal e em massa caem
drasticamente. Os titulos em DMM/mg aumentam quanto mais se purifica a toxina por dois
motivos principais: (1) pela retirada de impurezas que ndo contribuem para a atividade toxica da
amostra; e (2) pela retirada de proteinas enddgenas inibidoras da toxina beta. O presente trabalho,
com apenas uma etapa de purificacdo, conseguiu titulo da toxina beta considerado alto, muito
superior aquele obtido por Zayerzadeh et al. (2014) ap6s duas etapas de purificacéo.

A purificacdo da toxina beta de C. perfringens tipo C também foi testada por meio de
uma cromatografia de troca anidnica em resina DEAE Sepharose CL-6B. Todas as tentativas de
purificar a proteina por meio deste método falharam. Os resultados obtidos ndo foram satisfatorios
em termos de nivel de pureza alcangado, padronizagdo e repetibilidade do procedimento, o qual
nédo foi mais testado ou utilizado posteriormente.
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O presente estudo optou pela concentracdo e diafiltracdo dos sobrenadantes de cultivo de
C. perfringens tipo C contendo a toxina beta, seguidas de uma etapa cromatografica Unica, de
afinidade metélica. Para os fins desejados e para as etapas posteriores deste trabalho, 0s niveis de
purificacdo proteica e de recuperacdo em massa da toxina beta foram considerados 6timos e
atenderam as necessidades.

5.4.3. Purificacdo da toxina épsilon de Clostridium perfringens

Anteriormente ao procedimento de purificacdo propriamente dito, 0s sobrenadantes de C.
perfringens tipo D contendo a toxina épsilon eram concentrados e diafiltrados. A diafiltracdo é
um processo de filtracdo das amostras, que leva a remocao ou separacdo de solutos e outros
componentes em solucéo por meio dos seus tamanhos moleculares. Em trabalhos de purificacdo
de proteinas, é muito comum o emprego da dialise ap6s a concentracdo ou precipitacdo para a
troca do tampdo original da amostra por aquele necessario para a cromatografia. No presente
estudo, optou-se pelo emprego da diafiltracdo para tal, sem prejuizo algum a qualidade final da
amostra a ser purificado. Pelo contrério, a diafiltracdo foi capaz de fazer as trocas de tampdes
necessarias, e, sendo um procedimento mais rapido que a dialise, deixou as amostras menos tempo
sujeitas ao ambiente e a degradacgdo. Além disso, o controle do volume final das amostras é muito
mais preciso quanto se utiliza a diafiltracdo em relacéo a diélise, o que pode ser importante na
recuperacao e no controle da concentragdo das amostras purificadas ao final das cromatografias.

Outra etapa comum durante a purificacdo da toxina épsilon de C. perfringens tipo D é a
precipitacdo de proteinas com sulfato de aménio (Thomson, 1963; Subramanyam et al., 2001;
Parreiras et al., 2002; Fernandez-Miyakawa et al., 2008; Langroudi et al., 2014), com o objetivo
principal de concentrar o sobrenadante e comecar o processo de remogéo de impurezas em algum
grau. No presente trabalho, optou-se por concentrar o sobrenadante contendo as toxinas por
ultrafiltracdo tangencial seguida por diafiltracdo. Este processo foi satisfatorio para a
concentracdo dos sobrenadantes, bem como é muito mais rapido que a precipitagdo, deixando as
amostras menos tempo sujeitas ao ambiente, bem como estas ndo entram em contato com grandes
concentragdes de sais, evitando, portanto, dois fatores que podem contribuir para a degradagao
proteica (Lial et al., 2004). A figura 5.14 mostra o sobrenadante de C. perfringens tipo D
concentrado e diafiltrado, além do permeado da concentracdo e diafiltracdo. Como mostra a
figura, ndo houve perda evidente de toxina épsilon durante os procedimentos de concentracao e
diafiltrag&o.
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Figura 5.14 - SDS-PAGE a 15% apresentando: PM: padrdo de peso molecular em kDa. Canaleta 1:

sobrenadante concentrado e diafiltrado de Clostridium perfringens tipo D. Canaleta 2: permeado da

concentragdo e diafiltracdo. Seta: banda referente a toxina épsilon.

A purificacdo propriamente dita da toxina épsilon de C. perfringens se deu por meio de
cromatografia de troca i6nia (IEX), mais especificamente de troca anibnica, utilizando-se a resina
DEAE Sepharose CL-6B. Foram testados os volumes de 50 a 100 mL de amostra para a
purificacdo da toxina épsilon. Diferentemente do que ocorreu para a toxina beta, houve diferenca
na qualidade da purificacdo quando se aumentou o volume injetado na coluna; quanto menor a
quantidade injetada na coluna, maior era a pureza da toxina épsilon obtida nas corridas. Sendo
assim, 50 mL de amostra por corrida foi padronizado como o volume ideal dentro dos parametros
estabelecidos neste estudo. VVolumes menores que 50 mL ndo foram testados.

A toxina épsilon de C. perfringens tipo D possui ponto isoelétrico de 8,02 (Worthington
e Mulders, 1977). O pH utilizado durante as cromatografias de troca anidnica desta proteina foi
de 7,2. Em tal pH, a toxina épsilon adquire carga elétrica liquida positiva; da mesma forma, a
resina DEAE Sepharose CL-6B, uma trocadora de anions, também esta carregada positivamente.
Como consequéncia, nessas condigdes, a toxina épsilon ndo se liga a esta matriz cromatografica
e elui durante a fase de lavagem da cromatografia. Neste caso, as proteinas que se ligam a resina
sdo as impurezas contidas nas amostras, e sao retiradas em uma etapa posterior de eluicdo. Desta
forma, apds a inje¢do da amostra na coluna cromatografica, a toxina épsilon em pH 7,2 nédo se
ligava a resina e era lavada pelo tampéo de equilibrio e coletada. Posteriormente, a troca deste
tampéo por solucdo de NaCl 1M era responsavel pela eluicdo das impurezas, as quais também
eram coletadas para as analises posteriores.

As condutividades registradas durante as etapas de equilibrio das corridas variaram de
15,68 a 17,1 mS/cm. Durante as passagens das amostras, as condutividades variaram de 14,6 a
17,65 mS/cm. Ja as condutividades registradas durante a eluicdo por NaCl 1M variaram entre
78,35 e 90 mS/cm. A pequena variacao relativa entre as condutividades demonstra o quanto o
controle das forgas idnicas dos tampdes e das amostras era rigido. Evidencia também que as trocas
de tampGes dos sobrenadantes pela diafiltracdo foram bem-sucedidas.

A figura 5.15 apresenta o perfil cromatografico obtido nas cromatografias de troca
anidnica da toxina épsilon de C. perfringens tipo D. O cromatograma apresentado na figura 5.15A
mostra o pico da lavagem contendo a toxina épsilon purificada em tampdo de equilibrio. J& no
cromatograma apresentado na figura 5.15B, observa-se um pico contendo as impurezas retiradas
da amostra, eluidas em NaCl 1M. Os pontos méaximos dos picos de lavagens, que continham a
toxina épsilon purificada, variaram de acordo com a quantidade de amostra injetada, com valores
de 370 a 870 mAU. Os picos maximos dos picos de eluicdo, contendo as impurezas retiradas das
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amostras, também variaram de acordo com o volume de amostra injetado, com valores de 3000 a
3500 mAU. Os valores em mAU dos picos de elui¢do tém correlagéo positiva direta com a
guantidade de impurezas retiradas da amostra; quanto maiores estes picos, maior a quantidade de
proteinas contaminantes retiradas e maior a pureza final da toxina alvo.
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Figura 5.15 — A) Cromatograma obtido na purifica¢do da toxina épsilon de C. perfringens tipo D por IEX,
gue mostra a lavagem da coluna com tampé&o de equilibrio e elui¢do da toxina épsilon purificada. Seta: pico
contendo a toxina épsilon purificada. B) Parte do cromatograma obtido na purificagdo da toxina épsilon de
C. perfringens tipo D por IEX que mostra a elui¢io das impurezas contidas na amostra por NaCl 1M. Setas:

picos contendo as impurezas contidas na amostra.

A concentracdo proteica média das amostras utilizadas para a purificacdo da toxina
épsilon foi de 3,85 mg/mL. A concentragdo proteica média obtida da toxina épsilon purificada
por troca anidnica nas cromatografias foi de 323,84 pug/mL. De 8,87 % a 12,99 %, e em média,
10,88 % do total de proteina injetada na coluna cromatografica como amostra eram retirados ao
final das corridas como proteina épsilon purificada.

A figura 5.16 apresenta o gel de SDS-PAGE com as fragdes coletadas em cromatografia
de troca anibnica para a purificacdo da toxina épsilon de C. perfringens tipo D. A canaleta 1
contém o sobrenadante concentrado e diafiltrado de C. perfringens tipo D, ou amostra bruta. As
canaletas 2 a 8 contém fragGes da amostra purificada, sendo evidente o grande grau de limpeza e
purificacdo quando comparada & amostra bruta. Observa-se nas canaletas 2 a 8 do gel uma banda
forte correspondente a toxina épsilon. Logo abaixo, e mais evidente nas canaletas 4 a 8, ha uma
banda mais fraca correspondente & toxina com degradacao parcial. A épsilon é notavelmente uma
das toxinas clostridiais mais labeis e sujeitas a degradacdo, sendo comum a visualizacdo de tal
fendbmeno como um arraste de banda em gel de SDS, como visto na figura 5.16. Outras poucas
bandas de alto peso molecular e de baixissimas intensidades podem ser vistas no gel. As fracdes
correspondentes a parte final do pico de lavagem da cromatografia tendem a conter mais
impurezas em relacdo as fragOes iniciais e médias do pico. Portanto, se maior pureza da toxina
épsilon for desejada, as fragdes iniciais do pico de lavagem devem ser coletadas e trabalhadas. Se
o rendimento e quantidade em massa for mais importante, as fragdes mais avancadas do pico

devem também ser coletadas.

74



it }' a 7 3
Figura 5.16 - SDS-PAGE a 15% apresentando: PM: padrdo de peso molecular em kDa. Canaleta 1:
sobrenadante concentrado e diafiltrado de Clostridium perfringens tipo D. Canaletas 2 a 8: fragbes do pico
de lavagem contendo a toxina épsilon de C. perfringens tipo D. Seta: bandas referentes a toxina épsilon.

A identidade bioldgica da toxina épsilon purificada de C. perfringens tipo D foi
confirmada por meio de Western Blot utilizando a antitoxina padréo oficial, e os resultados sdo
apresentados na figura 5.17. Na imagem observa-se uma banda forte e espessa referente a toxina
épsilon (seta) e outras bandas menores de maior peso molecular, o que condiz com o padréo de
purificacdo observado no gel SDS-PAGE (Figura 5.16). A forca e espessura da banda da toxina
épsilon se deve a alta concentracdo proteica da amostra utilizada para o preparo do Western Blot;
0 que também facilita o aparecimento de outras bandas de menor intensidade. A quebra ou
degradacdo parcial da toxina épsilon purificada também pode ter contribuido para a espessura e
arraste da sua banda, visto que mesmo um certo grau de degradacéo ndo impede o reconhecimento
pelos anticorpos utilizados na metodologia. A identidade bioldgica da toxina épsilon também foi
confirmada pela realizagdo de testes de ELISA indireto, descritos em sesséo posterior.

Figura 5.17 - Western Blot da toxina épsilon purificada de Clostridium perfringens tipo D. Seta: banda
referente a toxina épsilon.

Os primeiros trabalhos de purificacdo da toxina épsilon de C. perfringens tipo D datam

da década de 1960. Orlans et al. (1960) purificaram a toxina épsilon por meio de troca aniénica
em resina DEAE-Cellulose. Também em 1960, Verwoerd utilizou-se do fracionamento com
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metanol para a purificacdo. Thomson (1962) e Thomson (1963) parece ter sido o primeiro autor
a purificar da toxina épsilon por meio de duas fases cromatogréficas: uma troca aniénica em
DEAE-Cellulose seguida por uma troca catidnica em CM-Cellulose. Worthington et al. (1974)
utilizaram apenas uma troca anidnica em DEAE-Cellulose; entretanto, as bandas de épsilon em
eletroforese eram heterogéneas, e um produto absolutamente puro ndo pode ser alcancado pela
degradacdo continua da toxina. Uzal et al. (1997) fizeram uso de trés fases cromatograficas para
a purificacdo: duas trocas anidnicas em DEAE-Sepharose CL-6B, seguidas de filtracdo em gel
em resina Sephadex G25. Estes autores, no entanto, ndo informam em seu trabalho nenhum
resultado especifico acerca da purificagdo da toxina. Fernandez-Miyakawa et al. (2008) obtiveram
em seu estudo sob os efeitos letais da toxina épsilon banda tUnica em gel de SDS-PAGE apds sua
purificacdo pela associacdo de uma troca anidnica em DEAE-Sepharose e uma troca catidnica em
CM-Sepharose. Finalmente, Langroudi et al. (2014) purificaram a toxina épsilon utilizando a
mesma metodologia de Thomson (1962) e Thomson (1963); uma troca anidnica em DEAE-
Cellulose seguida de troca catidnica em CM-Cellulose. Em seu estudo, Langroudi et al. (2014)
ndo apresentaram resultados especificos sobre a purificacdo da toxina.

Nota-se, pela literatura acima descrita acerca da purificacdo da toxina épsilon de C.
perfringens tipo D, que para se obter a toxina com extrema pureza, ou seja, com banda Gnica em
géis de SDS-PAGE, sdo necessarias de duas a trés fases cromatograficas quase sempre associadas
com uma fase anterior de precipitacdo por sulfato de aménio. Além disso, sdo comuns as etapas
de liofilizacdo e dilise entre as fases acima citadas, aumentando ainda mais a manipulacdo das
amostras. Quando mdaltiplos procedimentos e fases de purificacdo sdo empregados, a pureza
resultante do produto aumenta ao ponto de se obter banda Unica da proteina em purificacao.
Contudo, a maior manipulacdo das amostras leva a degradacdo e perdas proteicas durante as
cromatografias e processos que as envolvem, como destacado por Worthington et al. (1974).
Como resultado, em geral, o rendimento em massa e a atividade biolégica da toxina tendem a cair
quanto maiores forem o nimero de passos durante a purificacao.

Outro ponto importante durante a purificagéo da toxina épsilon de C. perfringens tipo D
é a escala em que se trabalha. Grande parte dos trabalhos acima citados ndo informa a escala,
volume ou quantidade de amostra submetida aos procedimentos, informacdo de extrema
importancia para a escolha do método de purificagdo e sua qualidade. E sabido que o
escalonamento é um dos principais entraves na produgdo de produtos purificados, sendo que
qguanto maior a escala, maiores as dificuldades para a obtencdo de um produto final com boa
pureza, atividade e estabilidade (Milne, 2017). O presente estudo purificou, por corrida, 500 mL
de sobrenadante de cultivo (ou 50 ml em sua forma concentrada 10 vezes), contendo cerca de
192,5 mg de proteinas, sendo considerada uma purificagdo em média escala.

O titulo da toxina épsilon purificada de C. perfringens tipo D foi determinada pela DMM
(menor quantidade de toxina que mata 100% dos animais inoculados em até 72 horas apds a
inoculacdo), segundo Langroudi et al. (2014). O titulo obtido da toxina épsilon ap6s a
cromatografia por afinidade metalica obtido foi de 8000 DMM/mg, sendo que o titulo total
méaximo obtido em uma Unica corrida cromatografica foi de 200046 DMM. No presente trabalho,
o titulo da toxina épsilon foi determinado sem a sua ativagdo prévia por tratamento com tripsina.
Sabe-se, porém, que a tripsinizacdo com consequente ativacdo da toxina pode aumentar os titulos
em DMM de 10 até 500 vezes (Thomson, 1963). A purificacdo da toxina épsilon também tende a
aumentar seu titulo em DMM/mg, por dois motivos principais: (1) pela retirada de impurezas que
ndo contribuem para a sua atividade toxica; e (2) pela retirada de proteinas enddgenas que podem
degradar a toxina.

O presente estudo optou pela concentracdo e diafiltragdo dos sobrenadantes de cultivo de
C. perfringens tipo D contendo a toxina épsilon, seguidas de uma etapa cromatogréfica Unica, de
troca ibnica. Desta forma, a toxina passou pelo minimo de procedimentos e fases de purificacdo
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possiveis, visando maior rapidez no processo, menor perda proteica por degradacéo possivel, bons
titulos, enquanto a qualidade da purificacdo foi mantida. Para os fins desejados e para as etapas
posteriores deste trabalho, os niveis de purificagdo proteica e de recuperagdo em massa da toxina
épsilon foram considerados 6timos e atenderam as necessidades.

A purificacdo por troca aniénica em resina DEAE-Sepharose CL-6B também foi testada
em amostras de sobrenadante de cultivo de C. perfringens tipo B tripsinizadas contendo a toxina
épsilon ativada. Apesar de o cromatograma das corridas de C. perfringens tipo B serem
semelhantes aqueles de C. perfringens tipo D, o padrdo de purificacdo obtido e evidenciado nos
géis de SDS-PAGE era totalmente divergente (Figura 5.18). Sendo assim, a purificacdo da toxina
épsilon a partir destas amostras de sobrenadante de cultivo de C. perfringens tipo B ndo foi bem-
sucedida. Uma provavel explicacdo para tal estd nas mudangas que ocorrem na toxina épsilon
apos sua ativagdo. Esta causa uma pequena alteragcdo na massa molecular da toxina, mas uma
grande mudanga em seu ponto isoelétrico, de 8,02 para 5,36 ou 5,74 (Worthington e Mlders,
1977). Alterando seu ponto isoelétrico, alterou-se a carga elétrica liquida da proteina, perturbando
os fendbmenos que deveriam ocorrer em rela¢do as trocas idnicas durante as cromatografias.

Figura 5.18 - SDS-PAGE a 15% apresentando: PM: padrdo de peso molecular em kDa. Canaleta 1:
sobrenadante concentrado e diafiltrado de Clostridium perfringens tipo B. Canaletas 2 a 5: frages do pico
de lavagem que deveriam conter a toxina épsilon de C. perfringens tipo B. Canaleta 6: eluido em NaCl 1
M possivelmente contendo a toxina épsilon Seta: banda possivelmente referente & toxina épsilon.

Como segunda fase da cromatografia da toxina épsilon, trés estratégias foram instituidas.
Na primeira, todas as fracdes do pico de cromatografia de troca aniénica contendo a toxina épsilon
eram diretamente repassadas na coluna em uma nova corrida cromatografica, sem liofilizagdo
prévia, e com todos os pardmetros idénticos aos da corrida anterior. Diferentemente do observado
por Uzal et al. (1997), ndo houve melhora evidente no grau de purificacdo da toxina épsilon pela
repeticdo da troca anidnica. Ademais, houve maior diluicdo da toxina (concentracdo proteica
média de 42,25 pg/mL) e provavel perda em termos de proteina e atividade biologica durante o
procedimento. Sendo assim, uma segunda fase cromatogréfica com repeticéo da troca aniénica
ndo mostrou vantagens aparentes e deixou de ser realizada.

Outra estratégia para segunda fase cromatografica foi a repassagem das frag6es do pico
de cromatografia aniénica contendo a toxina épsilon em uma nova corrida de troca anidnica,
porém com alteracdo no pH dos tampdes e da propria amostra de 7,2 para 8,5 ou 9,1. O objetivo
deste aumento no pH era que a toxina épsilon, com ponto isoelétrico de 8,02 (Worthington e
Muilders, 1977), passasse a apresentar carga elétrica liquida negativa. Com carga negativa, a
toxina, em teoria, se ligaria a matriz DEAE-Sepharose CL-6B, uma trocadora de &nions, e poderia
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ser eluida isoladamente das impurezas por meio de eluicdo em gradiente com aumento da forca
ibnica do tamp&o. Entretanto, esta ligacdo a matriz ndo ocorreu mesmo em pH 9,1, e a proteina
continuou a ser eluida durante a lavagem com tampao de equilibrio. Desta maneira, uma segunda
fase cromatogréfica com repeticdo da troca anidnica em pH tdo alto quanto 9,1 ndo mostrou
vantagens aparentes e deixou de ser realizada.

Finalmente, uma terceira estratégia para segunda fase da cromatografia da toxina épsilon
foi a passagem de amostras purificadas por cromatografia anidnica em coluna de filtracdo em gel
(GF) ou cromatografia por exclusdo de tamanho. Na GF, as moléculas presentes na amostra ndo
reagem com a resina cromatografica, mas sdo separadas com base nos seus tamanhos. As
condutividades registradas durante as corridas variaram de 34,44 a 35,55 mS/cm, o que demonstra
0 quanto o controle dos tamp@es e do ambiente de cromatografia era rigido.

A figura 5.19 apresenta o perfil cromatografico obtido nas filtragdes em gel (GF) da
toxina épsilon de C. perfringens tipo D. O cromatograma mostra varios picos, sendo que aquele
referente as fracGes 7 e 8 (seta na figura) continham a toxina épsilon purificada em todas as
corridas realizadas. Os valores dos pontos méaximos dos picos que continham a toxina épsilon
purificada variaram de 13 a 18,1 mAU.
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Fihgur“a 5.19 — Crofnatbgrémé obtido na pu‘rifiz:agéo da toxina épsilon de C. perfringens tipo D por GF.
Seta: pico contendo a toxina épsilon purificada.

A concentracdo proteica das amostras utilizadas para a purificacdo da toxina épsilon por
meio da filtragdo em gel (GF) foi de 71,7 pg/mL. Como 0,5 mL de amostra era injetado na coluna,
35,85 ug de proteina era o total injetado por corrida. A concentracdo proteica média obtida da
toxina épsilon purificada por GF foi de 5,5 pg/mL, e, em média, 11 ug da toxina pura eram obtidos
por cromatografia. Portanto, em média 30,68 % do total de proteina injetada na coluna
cromatografica como amostra eram retirados ao final das corridas como toxina épsilon pura.

A figura 5.20 apresenta o gel de SDS-PAGE com as fragOes 7 e 8 coletadas nas filtragdes
em gel para a purificacdo da toxina épsilon de C. perfringens tipo D; observa-se na canaleta 1 a
banda Unica referente a toxina épsilon pura. Uzal et al. (1997) utilizaram de uma filtracdo em gel
para o polimento da purificacdo da toxina épsilon. Os autores utilizaram quatro fases de
purificacdo, sendo uma precipitacdo por sulfato de amonio, duas cromatografias de troca aniénica
e uma filtracdo em gel. O resultado dessas quatro etapas ndo foi reportado pelos autores em seu
estudo. O presente trabalho foi o primeiro a purificar a toxina épsilon em nivel de banda Gnica em
gel de eletroforese com apenas duas fases cromatogréaficas, uma de troca anibnica e outra de
filtracdo em gel.
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Figura 5.20 - SDS-PAGE a 15% apresentando: PM: padrdo de peso molecular em kDa. Canaleta 1: pico
da cromatografia de GF contendo a toxina épsilon de C. perfringens tipo D. Seta: banda referente a toxina
épsilon.

A figura 5.21 apresenta o gel de SDS-PAGE com a toxina épsilon de C. perfringens tipo
D em trés momentos distintos: no sobrenadante de cultivo bacteriano; apos cromatografia de troca
anidonica em DEAE-Sepharose CL-6B; e apos filtracdo em gel em Superdex 75.

e

1 2 3
Figura 5.21 - SDS-PAGE a 15% apresentando todas as fases de purificagdo da toxina épsilon de
Clostridium perfringens tipo D. Canaleta 1: sobrenadante concentrado e diafiltrado de C. perfringens tipo
D. Canaleta 2: toxina épsilon apds cromatografia de troca aniénica. Canaleta 3: toxina épsilon apds filtracdo
em gel. Seta: banda referente & toxina épsilon.

5.5. Producéo e Purificacao das Imunoglobulinas G

5.5.1. Producéo dos imunogenos

No total, foram produzidos quatro imundgenos monovalentes, para cada toxina
produzida, purificada e inativada, para serem inoculados nos ovinos. O adjuvante de Freund,
completo e incompleto, foi o escolhido devido seu alto poder imunogénico, apesar de poder causar
reacOes adversas locais severas nos mamiferos (Gassmann et al., 1990). Para a inativacdo dos
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antigenos C e D de C. botulinum tipos C e D, e beta de C. perfringens tipo C foram necessarios
cinco dias. Ja para a inativacdo do antigeno épsilon de C. perfringens tipo D, quatro dias foram
suficientes. Nos testes de esterilidade, ndo foi observado crescimento microbiano nos imunégenos
produzidos; nos testes de inocuidade, ndo foram observadas reac@es de toxicidade residual locais
ou sistémicas. Com a excegdo de um animal, os ovinos ndo apresentaram lesdes locais
significativas devido as inoculagdes com adjuvante de Freund, havendo apenas pequenas areas
endurecidas e com pouca ou nenhuma sensibilidade. Porém, um dos animais apresentou lesGes
internas nodulares nos locais de inoculagdo com até cinco centimetros de didmetro, consisténcia
variavel de rigida a flutuante e dor moderada.

5.5.2. Producéo das Imunoglobulinas G

Para a producdo das antitoxinas, foram feitas cinco ou seis inoculagdes nos ovinos com
os imundgenos. Isto foi feito com o objetivo de obter altos titulos de anticorpos, assim como
permitir que ocorresse a maturacdo de afinidade, gerando anticorpos capazes de se ligar com alta
afinidade e avidez aos seus antigenos (Danilova e Amemiya, 2009). Para a producdo das
imunoglobulinas G (1gG), optou-se por intervalos de imunizagdo de 21 dias. Os intervalos de
inoculagdo mais comuns utilizados em imunizagGes nessas espécies sdo de 14, 21 ou 30 dias. Os
ovinos destinados a producdo de IgG contra a toxina beta de C. perfringens tipo C foram
vacinados uma vez a mais que 0s outros; isto ocorreu para aproveitar a melhora do escore corporal
desses animais, quando passaram a receber alimentacdo de melhor qualidade. A sangria dos
animais foi realizada 14 dias apés a Ultima inoculacéo, quando o titulo de anticorpos tende a ser
maximo.

5.5.3. Purificacdo das Imunoglobulinas G

As purificagcdes dos soros dos ovinos contendo as imunoglobulinas G (IgG) contra os
antigenos clostridiais foram realizadas pela associacdo da precipitacdo pelo acido caprilico e a
precipitacdo pelo sulfato de aménio (Page e Thorpe, 2002a; Page e Thorpe, 2002b). A figura 5.22
apresenta os resultados da purificacdo das 1gG de ovinos. Os resultados das purificagdes das 1gG
contra todos os antigenos utilizados foram semelhantes aos apresentados na figura 5.22. Houve
uma pequena variagdo no grau de purificagdo entre o mostrado na figura 5.22A, considerado
maior, e aquele mostrado na figura 5.22B, considerado relativamente menor. Na figura 5.22B
pode-se observar poucas bandas de baixa intensidade abaixo da banda referente as
imunoglobulinas purificadas. Essas bandas de baixa intensidade podem ser resquicios de
proteinas contaminantes e/ou as proprias imunoglobulinas com algum grau de degradacao.
Mesmo assim, ambos 0s niveis de purificacdo dos anticorpos foram considerados 6timos,
atestando a qualidade da metodologia utilizada para tal.
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Figura 5.22 — SDS-PAGE a 10% apresentando os resultados da purificagdo das imunoglobulinas G dos
ovinos. Amostras diluidas 50 vezes. A) Resultado com grau de purificacdo maior. PM: padrdo de peso
molecular em kDa. Canaleta 1: IgG bruta. Canaleta 2: 1gG purificada. B) Resultado com grau de purificagdo
menor. Canaleta 3: IgG bruta. Canaleta 4: 1gG purificada. Seta: banda referente as imunoglobulinas G.

A concentracdo proteica das amostras dos soros brutos contendo as IgG a serem
purificadas variou de 44,12 mg/mL a 45,88 mg/mL, com média de 45,10 mg/mL. Ja a
concentragdo proteica das amostras de 1gG purificadas variou de 11,49 mg/mL a 17,89 mg/mL,
com média de 14,25 mg/mL. E importante destacar que para efeito de melhor comparagéo, o
volume inicial e final das amostras brutas e purificadas foram mantidos os mesmos durante o0s
procedimentos que envolviam a purificacdo das IgG. Desta forma, o rendimento médio obtido em
proteina foi de 31,6 %.

Anteriormente a purificagdo, as IgG brutas anti-botulinica C, anti-botulinica-D e anti-
épsilon foram tituladas pela técnica de soroneutralizacdo em camundongos, descrita pela Portaria
namero 49 do MAPA de 12 de maio de 1997 (Brasil, 1997), pelo British Pharmacopeia (1998) e
pela Instrugdo Normativa n°® 23 do MAPA de 18 de mar¢o de 2002 (Brasil, 2002). A 1gG bruta
anti-beta ndo foi titulada nesta etapa. O quadro 5.1 apresenta os titulos das IgG brutas contra as
toxinas botulinicas C e D de C. botulinum tipos C e D e contra a toxina épsilon de C. perfringens
tipo D. Os altos titulos obtidos evidenciam a qualidade das vacinas utilizadas e do esquema de
vacinacdo. As titulagdes das IgG brutas, anteriormente aos procedimentos de purificacdo, foram
importantes para atestar a quantidade de anticorpos produzidos pelas imunizagdes. Além disso,
esses titulos puderam ser comparados com aqueles mensurados posteriormente as purificagdes, o
que é discutido adiante.

Quadro 5.1 - Titulos das imunoglobulinas G brutas de ovinos contra os antigenos clostridiais C, D e épsilon
em Ul/mL.

Imunoglobulinas G de Ovinos Contra os Antigenos Clostridiais

Anti-Botulinica C Anti-Botulinica D Anti-Epsilon
730 Ul/mL 360 Ul/mL 112 Ul/mL

Apo6s a purificagdo, as 1gG purificadas também foram tituladas pela técnica de
soroneutralizagdo em camundongos (Brasil, 1997; British Pharmacopeia,1998; Brasil, 2002). O
quadro 5.2 apresenta os titulos das 1gG purificadas contra as toxinas botulinicas C e D de C.
botulinum tipos C e D, contra a toxina beta de C. perfringens tipo C e contra a toxina épsilon de
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C. perfringens tipo D. Todas as antitoxinas apresentaram titulos em Ul/mL muito altos,
evidenciando a qualidade dos imundgenos utilizados, do esquema de vacinagdo e da purificacdo
das IgG. Para a melhor comparacdo dos titulos das IgG com os titulos das IgY, mostrados no item
5.6.3, 0 quadro 5.2 também apresenta os resultados na forma de Ul/mg.

Quadro 5.2 — Titulos das imunoglobulinas G purificadas de ovinos contra os antigenos clostridiais C, D,
beta e épsilon em Ul/mL e Ul/mg.

Imunoglobulinas G de Ovinos Contra os Antigenos Clostridiais

Anti-Botulinica C Anti-Botulinica D Anti-Beta Anti-Epsilon
280 Ul/mL 280 Ul/mL 280 Ul/mL 160 Ul/mL
19,65 Ul/mg 19,65 Ul/mg 19,65 Ul/mg 11,23 Ul/mg

Comparando os titulos das imunoglobulinas G antes e apés as purificacdes (quadros 5.1
e 5.2), percebe-se que as 1gG purificadas anti-botulinicas C e D tiveram seus titulos reduzidos de
730 para 280 UI/mL e de 360 para 280 Ul/mL, respectivamente. Redugdes desses titulos durante
0s processos de purificacdo é algo comum e esperado. Essas imunoglobulinas foram submetidas
aos estresses quimico, pelos reagentes utilizados, e fisicos, como congelamento,
descongelamento, agitac&o, centrifugagéo e filtracdo. Em contrapartida, a antitoxina anti-épsilon
apresentou aumento no seu titulo apds a purificagdo, de 112 para 160 Ul/mL. Embora inesperado,
esse aumento pode ter ocorrido devido a retirada durante a purificacdo de proteinas e outras
substancias contaminantes do soro; estas poderiam interferir negativamente na atividade biolégica
dos anticorpos ou nas técnicas utilizadas para as titulacGes.

Além de avaliar a pureza, rendimento e titulo, a avidez das IgG produzidas e purificadas
foi medida. O aumento da avidez ocorre por meio da maturacdo de afinidade dos anticorpos,
fazendo com que estes se liguem aos seus antigenos com alta afinidade (Danilova e Amemiya,
2009). A avidez também possui correlacdo positiva direta com a atividade biol6gica da molécula;
ou seja, anticorpos com alta avidez possuem também alta atividade bioldgica. Além disso,
metodologias que fazem uso de anticorpos com alta afinidade e avidez tendem a apresentar
maiores niveis de especificidade. As medicbes de avidez das imunoglobulinas G clostridiais
produzidas e purificadas foram realizadas por meio de testes de ELISA indireto segundo Wiuff et
al. (1997). O quadro 5.3 apresenta os resultados dos indices de avidez para as IgG purificadas
contra as toxinas botulinicas C e D de C. botulinum tipos C e D, contra a toxina beta de C.
perfringens tipo C e contra a toxina épsilon de C. perfringens tipo D. Todas as 1gG apresentaram
indices de avidez altos ou muito altos, de acordo com a classificacdo de Wiuff et al. (1997), os
quais consideraram altos os indices entre 40 e 70%. Isto contribui para a confirmacéao da qualidade
dos imundgenos utilizados, do esquema de vacinagdo e da purificacdo das antitoxinas. Destaque
para a 1gG anti-beta de C. perfringens tipo C que alcangou 94,48% de indice de avidez, e a qual
foi produzida com uma imunizag&o extra em relacéo as outras.

Quadro 5.3 — Indices de avidez das imunoglobulinas G purificadas de ovinos contra os antigenos
clostridiais C, D, beta e épsilon.

oglobulinas G de Ovinos Contra os Antigenos Clostridia
IgG Anti-Botulinica C | Anti-Botulinica D Anti-Beta Anti-Epsilon
Avidez 70,70 % 68,67 % 94,48 % 80,07 %
Desvio-Padréo 2,21 % 5,46 % 0,78 % 2,87 %
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Diversas formas de purificacdo de imunoglobulinas G estdo descritas na literatura. Dentre
elas destacam-se: a precipitacdo por sais, como sulfato de sodio ou sulfato de aménio; precipitacdo
por polietilenoglicol (PEG); purificacdo por acido caprilico; cromatografia de troca i6nica em
matriz DEAE-Sepharose; cromatografia liquida de alta pressdo (HPLC) de troca idnica; exclusao
por tamanho em HPLC; cromatografia de imunoafinidade com utilizagéo da proteina A ou da
proteina G; e cromatografia de imunoafinidade em colunas contendo antigenos especificos
ligados (Walker, 2002). Todos esses métodos apresentam particularidades, vantagens e
desvantagens em relacéo ao grau de purificacdo, tempo de purificacdo, rendimento, manutencéo
da atividade biolégica, escala e custo. Em condicdes levemente acidas, a adi¢éo de acido caprilico
a0 soro precipita a maior parte das proteinas séricas, com exce¢do das IgG. Em seguida, o sulfato
de aménio precipita toda a proteina restante presente na amostra, a qual deverd ser
predominantemente composta por 1gG. A purificacdo das IgG com associagdo da utilizagédo do
acido caprilico e a precipitacdo por sulfato de amonio rendeu amostras com 6timos graus de
pureza, bom rendimento, baixo custo, sendo de rapida e facil aplicagéo, assim como pode ser
realizada com volumes relativamente grandes de amostra.

5.6. Producéo e Purificacdo das Imunoglobulinas Y
5.6.1. Producdo dos imund6genos

No total, foram produzidos quatro imundégenos monovalentes, para cada toxina
produzida, purificada e inativada, para serem inoculados em quatro galinhas. O adjuvante de
Freund, completo e incompleto, foi o escolhido devido seu alto poder imunogénico, e por, nas
aves, apresentar menor reacdo inflamatoria quando inoculado (Gassmann et al., 1990). Para a
inativacdo dos antigenos C e D de C. botulinum tipos C e D, e beta de C. perfringens tipo C foram
necessarios cinco dias. J& para a inativacdo do antigeno épsilon de C. perfringens tipo D, quatro
dias foram o suficiente. Nos testes de esterilidade, ndo foi observado crescimento microbiano nos
imunogenos produzidos; nos testes de inocuidade, ndo foram observadas reacGes de toxicidade
residual locais ou sistémicas. Algumas galinhas apresentaram areas de hemorragia no local das
aplicagdes, que evoluiram para pequenas zonas de hematoma com dor moderada.

5.6.2. Producdo das Imunoglobulinas Y

Para a producédo das antitoxinas, foram feitas quatro inoculaces nas galinhas com os
imundgenos. Isto foi feito com o objetivo de obter altos titulos de anticorpos, assim como permitir
que ocorresse a maturacao de afinidade, gerando anticorpos capazes de se ligar com alta afinidade
e avidez aos seus antigenos (Danilova e Amemiya, 2009). Para a produgdo das imunoglobulinas
Y (1gY), optou-se por um intervalo de imunizacéo de 14 dias, seguido por um de sete dias, e 0
Gltimo de 21 dias. Nao héa consenso quanto ao melhor protocolo de vacinacéo para a producédo de
IgY, e alguns trabalhos intercalaram as inoculagfes em meses (Rocke et al. 1998; Pauly et al.
2009), de duas em duas semanas (Mulvey et al. 2011) de semana em semana (Trott et al., 2009)
e até em poucos dias (Araujo, 2007).

Os ovos contendo as IgY foram coletados e processados a partir da primeira inoculagéo.
No entanto, titulos de IgY foram detectados pelas titulagbes por soroneutralizacdo em
camundongos 51 dias a partir da primeira inoculagdo, oito dias apés a Gltima. A figura 5.23 mostra
a curva de producdo de IgY nas gemas dos ovos das galinhas imunizadas com os antigenos C e D
de C. botulinum tipos C e D, e beta de C. perfringens tipo C. Tal curva ndo foi realizada para o
antigeno épsilon de C. perfringens tipo D. Ap6s o conhecimento da curva de producdo de IgY,
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apenas 0s 0vos que apresentavam titulos de anticorpos passaram a ser processados. Araujo (2007),
ao também imunizar galinhas com adjuvante completo e incompleto de Freund, obteve titulos
detectadveis em ELISA logo na segunda semana de imunizacdo. No entanto, 0s ensaios
enzimaticos utilizados para as titulagdes provavelmente foram mais sensiveis e detectaram niveis
de 1gY abaixo dos niveis detectaveis na soroneutralizagdo em camundongos.

Titulo de IgY anti-C e anti-D (Ul/ml) Titulo de IgY anti-Beta (Ul/ml)
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Figura 5.23 — Curva de producéo de IgY anti-C e anti-D de Clostridium botulinum tipos C e D, e anti-Beta
de C. perfringens tipo C. Setas: imunizaces. Titulos detectaveis por soroneutralizagdo em camundongos
foram obtidos 51 dias ap6s a primeira imunizagéo.

5.6.3. Purificacédo das Imunoglobulinas Y

As purificagdes das imunoglobulinas Y (1Y) presentes nos ovos das galinhas imunizadas
com antigenos clostridiais foram realizadas segundo Araujo (2007). A figura 5.24 apresenta 0s
resultados da purificacdo das I1gY de galinhas. Os resultados das purificagdes das IgY contra todos
0s antigenos utilizados foram semelhantes aos apresentados na figura 5.24. Houve pequena
variacdo no grau de purificacdo: por vezes o resultado obtido era de banda Unica (Figura 5.24,
canaleta 4); outras vezes uma segunda banda fraca de peso molecular alto também aparecia nos
géis (Figura 5.24, canaletas 1, 2 e 3). Todavia, 0s niveis de purificacdo dos anticorpos foram
considerados 6timos, atestando a qualidade da metodologia utilizada para tal.
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Figura 5.24 — SDS-PAGE a 10% apresentando os resultados da purificacdo das imunoglobulinas Y das
galinhas. Amostras diluidas. PM: padrdo de peso molecular em kDa. Canaleta 1: IgY anti-botulinica C.
Canaleta 2: IgY anti-botulinica D. Canaleta 3: IgY anti-beta. Canaleta 4: IgY anti-épsilon. Seta: banda
referente as imunoglobulinas Y.
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E importante notar a auséncia de bandas referentes as cadeias pesadas e cadeias leves das
IgY; se estivessem presentes, as cadeias pesadas apareceriam nos géis de SDS-PAGE na altura
correspondente a 65 kDa a 68 kDa (Mulvey et al. 2011). E comum durante a purificacdo dos
anticorpos, tais como as IgY, a separagdo dessas moléculas em suas subunidades, o que pode levar
a reducdo de suas atividades bioldgicas, dependendo da finalidade a que se destinam. As
purificacbes das IgY realizadas no presente estudo conservaram suas moléculas integras, com
consequente maior probabilidade de conservacdo de suas atividades bioldgicas.

A concentracdo proteica das amostras de IgY purificadas variou de 4,74 mg/mL a 6,13
mg/mL, com média de 5,34 mg/mL. Cada ovo ou gema processada rendeu entre 8,75 mL a 10
mL de amostra purificada. Sendo assim, em média, de 46,72 mg a 53,4 mg de IgY purificada
eram obtidas por ovo ou gema processada. Somente 3 % a 3,2 % da quantidade de IgY presente
no ovo séo especificos contra o antigeno inoculado (Li et al., 1998; Akita e Li-Chan, 1998); desta
maneira, entre 1,4 mg e 1,71 mg por ovo é a quantidade de IgY purificada especifica contra os
antigenos inoculados. Utilizando as mesmas metodologias de processamento dos ovos e
purificacdo das IgY, Aradjo (2007) foi capaz de produzir, por ovo, 40,35 mg de IgY purificada,
assim como 1,29 mg de IgY purificada especifica. Os resultados, em termos de rendimento de
IgY purificada, obtidos no presente trabalho foram bastante semelhantes, mas superiores aos
obtidos por aquele autor.

Apos a purificacdo, as IgY purificadas foram tituladas pela técnica de soroneutralizagéo
em camundongos, descrita pela Portaria nimero 49 do MAPA de 12 de maio de 1997 (Brasil,
1997), pelo British Pharmacopeia (1998) e pela Instrucdo Normativa n° 23 do MAPA de 18 de
mar¢o de 2002 (Brasil, 2002). O quadro 5.4 apresenta os titulos das IgY contra as toxinas
botulinicas C e D de C. botulinum tipos C e D, contra a toxina beta de C. perfringens tipo C e
contra a toxina épsilon de C. perfringens tipo D. Todas as antitoxinas apresentaram altos titulos
em Ul/mL, evidenciando a qualidade dos imundgenos utilizados, do esquema de vacinagédo e da
purificacdo das IgY.

Para a melhor comparagdo dos titulos das IgY com os titulos das 1gG, mostrados no item
5.5.3, 0 quadro 5.4 também apresenta os resultados na forma de Ul/mg. Nota-se, que os titulos
em Ul por unidade de massa das IgG foram sempre superiores aqueles titulos em Ul/mg
encontrados para as IgY. Esse maior titulo em Ul/mg das 1gG néo significa definitivamente que
seu rendimento seja superior aquele para as IgY. Também n&o significa que a producéo das IgY
deva ser descartada a favor da producéo das IgG. E importante lembrar que as galinhas receberam
apenas quatro doses vacinais, enquanto 0s ovinos, cinco ou seis; ademais, a quantidade dos
antigenos utilizada nas inoculacdes das galinhas foi bastante inferior aquela utilizada nos ovinos.
Portanto, todos esses fatores devem ser levados em consideracdo durante a escolha do modelo
animal para a producdo das antitoxinas.

Quadro 5.4 — Titulos das imunoglobulinas Y purificadas de galinhas contra os antigenos clostridiais C, D,
beta e épsilon em Ul/mL e Ul/mg.
Imunoglobulinas Y de Galinhas Contra os Antigenos Clostridiais

Anti-Botulinica C Anti-Botulinica D Anti-Beta Anti-Epsilon
40 Ul/mL 20 Ul/mL 40 Ul/mL 50 Ul/mL
7,49 Ul/mg 3,74 Ul/mg 7,49 Ul/mg 9,36 Ul/mg

Além de avaliar a pureza, rendimento e titulo, a avidez das IgY produzidas e purificadas
foi medida. O aumento da avidez ocorre por meio da maturacdo de afinidade dos anticorpos,
fazendo com que estes se liguem aos seus antigenos com alta afinidade (Danilova e Amemiya,
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2009). A avidez também possui correlacao positiva direta com a atividade bioldgica da molécula;
ou seja, anticorpos com alta avidez possuem também alta atividade bioldgica. Além disso,
metodologias que fazem uso de anticorpos com alta afinidade e avidez tendem a apresentar
maiores niveis de especificidade. As medi¢cdes de avidez das imunoglobulinas Y clostridiais
produzidas e purificadas foram realizadas por meio de testes de ELISA indireto segundo Wiuff et
al. (1997). O quadro 5.5 apresenta os resultados dos indices de avidez para as IgY contra as toxinas
botulinicas C e D de C. botulinum tipos C e D, contra a toxina beta de C. perfringens tipo C e
contra a toxina épsilon de C. perfringens tipo D. Todas as IgY apresentaram indices de avidez
altos ou muito altos, de acordo com a classificagao de Wiuff et al. (1997), os quais consideraram
altos os indices entre 40 e 70%. Isto contribui para a confirmacdo da qualidade dos imundgenos
utilizados, do esquema de vacinacgdo e da purificacdo das antitoxinas. Destaque para as IgY anti-
beta de C. perfringens tipo C e anti-botulinica D de C. botulinum tipo D, as quais alcancaram
respectivamente 90,46 % e 87,18 % de indice de avidez.

Quadro 5.5 — indices de avidez das imunoglobulinas Y purificadas de galinhas contra os antigenos
clostridiais C, D, beta e épsilon.

0gI0D d de d d 0 a 0s A geno 0 dla
IgY Anti-Botulinica C | Anti-Botulinica D Anti-Beta Anti-Epsilon
Avidez 65,71 % 87,18 % 90,46 % 73,18 %
Desvio-Padréo 2,50 % 1,15 % 2,85 % 3,10 %

Em seu trabalho, Aradjo (2007) aplicou quatro metodologias distintas para a purificacéo
de IgY produzidas contra veneno botropico. Os métodos testados foram: precipitagdo
polietilenoglicol (PEG) (Polson et al., 1985); precipitacdo com &cido caprilico (McLaren et al.,
1994); precipitacdo com &cido caprilico e sulfato de aménio (Mckinney e Parkinson, 1987); e
precipitacdo com sulfato de aménio (Bizanov e Jonauskiene, 2003). Para a precipitagdo com
sulfato de amdnio, testou ainda as concentracdes finais de sal de 15, 20, 25, 30 e 35%. O autor
concluiu que a precipitacdo com sulfato de amonio a 20% apresentou os melhores resultados em
relacdo ao bindmio formato pelo grau de pureza e rendimento. O presente trabalho corrobora a
concluséo acima, visto que utilizando a metodologia considerada mais adequada obteve 6timos
resultados de purificagdo, bem como 6timo rendimento das IgY produzidas.

Durante a revisdo bibliografica realizada no decorrer do experimento, foi constatada a
existéncia de pouquissimos trabalhos sobre producédo de IgY a partir de antigenos clostridiais. O
primeiro data de 1998, quando Rocke et al. produziram IgY contra a toxina C de C. botulinum
tipo C. Os autores utilizaram essas antitoxinas para a sensibilizacdo de placas de um ELISA para
0 diagnéstico de botulismo em aves silvestres. Pauly et al. (2009) imunizaram galinhas com
toxoides A e B de C. botulinum tipos A e B para o monitoramento da postura, concentracao de
IgY e titulos dos anticorpos durante mais de dois anos. Trott et al. (2009) produziram dois tipos
de IgY: um contra a neurotoxina A ativa de C. botulinum tipo A, e outro contra a neurotoxina A
inativada; ambos os tipos para a deteccdo e neutralizacdo da toxina A. Os trés trabalhos mais
recentes produziram IgY contra antigenos importantes para a ocorréncia das infecc@es por C.
difficile, todos objetivando novas terapias contra a doenca causada pelo agente. Mulvey et al.
(2011) produziram anticorpos especificos contra o fator de colonizagdo (CF); Zhang et al. (2015)
imunizaram galinhas para a producdo de IgY contra a por¢do C-terminal da toxina A; e Xing et
al. (2016) produziram imunoglobulinas Y contra as por¢fes C-terminais das toxinas A e B de C.
difficile. De acordo com a revisédo bibliogréafica realizada pelo presente autor, este trabalho foi o
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primeiro a gerar conteldo acerca da producéo e purificacdo de IgY de galinhas contra a toxinas
D de C. botulinum tipo D, beta de C. perfringens tipo C e épsilon de C. perfringens tipo D.

5.7. Comparagéo dos Imunoreagentes Produzidos com os Padrdes Existentes

Para efeito de comparacdo e para assegurar a qualidade dos padrBes produzidos, 0s
mesmos foram comparados aqueles existentes utilizados pelos drgdos oficiais. Os padrdes
oficiais, produzidos e utilizados pelo Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento
(MAPA), ndo passam por nenhum tipo de purificacdo propriamente dita durante sua producao.
As toxinas C e D de C. botulinum tipos C e D, beta e épsilon de C. perfringens tipos C e D sdo
apenas ultrafiltradas para a imunizagdo dos animais, titulagbes de soros e testes de poténcia de
vacinas oficiais. As antitoxinas padrfes oficiais produzidas a partir do antigeno bruto, também
sdo utilizadas sem beneficiamento algum para os testes diagnosticos das doencas, titulaces de
soros e nos testes de poténcia de vacinas oficiais. No entanto, toxinas e antitoxinas purificadas
sdo essenciais para o desenvolvimento de novas metodologias de diagnéstico, novas vacinas,
novos métodos de controle da qualidade das vacinas, bem como aumentam expressivamente a
sensibilidade, especificidade e confiabilidade dos testes empregados para o diagndstico e controle
das vacinas clostridiais.

A figura 5.8 apresenta os resultados do Western Blot comparando o padrdo de
reconhecimento dos anticorpos contra as toxinas purificadas C e D de C. botulinum tipos Ce D e
as toxinas C e D padrdes oficiais. Nas canaletas 1 e 3, observa-se as neurotoxinas C e D
respectivamente purificadas por este trabalho; e nas canaletas 2 e 4, os padrdes oficiais C e D
respectivamente. O nimero de bandas reconhecidas pelos anticorpos nas canaletas contendo as
toxinas purificadas foram muito menores do que naguelas contendo as toxinas padrdes. Além
disso, a intensidade das bandas referentes as neurotoxinas foram muito maiores para as toxinas
purificadas neste trabalho que para as toxinas padrBes oficiais. Fica claro, portanto, a maior
gualidade dos padrbes produzidos neste estudo frente aqueles existentes principalmente em
relacdo ao seus graus de pureza.

A figura 5.25 mostra os resultados de corrida de eletroforese em gel SDS-PAGE das
toxinas padrdes oficiais beta e épsilon de C. perfringens tipos C e D, respectivamente. Na canaleta
1, observa-se o padrdo oficial beta com diversas bandas de proteinas de baixos e altos pesos
moleculares, semelhante ao sobrenadante de cultivo de C. perfringens tipo C (Figura 5.10). J& na
canaleta 2, observa-se o padrdo oficial épsilon bastante corado pelo Azul de Comassie,
dificultando a visualizacdo das diversas bandas de proteinas novamente presentes. Ademais, o
aumento da largura da canaleta 2, evidencia provavel alta concentracao de sais no padrdo oficial
épsilon. Quando comparados aos padrdes produzidos no presente trabalho (Figuras 5.7, 5.12 e
5.21) fica evidente o maior grau de pureza e qualidade destes em relacdo aos padrdes oficiais.
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Figura 5.25 — SDS-PAGE a 15% apresentando os resultados de corrida de eletroforese das toxinas padrdes
oficiais beta e épsilon de C. perfringens tipos C e D. Amostras sem dilui¢do. PM: padréo de peso molecular
em kDa. Canaleta 1: toxina beta de C. perfringens tipo C. Canaleta 2: toxina épsilon de C. perfringens tipo

D.

Assim como as toxinas, as antitoxinas padrbes oficiais ndo passam por nenhum
procedimento de purificagdo. O perfil de corrida em gel de eletroforese SDS-PAGE dessas
antitoxinas se assemelha ao de soros hiperimunes, como aqueles apresentados nas canaletas 1 e 3
da figura 5.23. Novamente, quando comparados aos padrdes produzidos no presente trabalho
(Canaletas 2 e 4 da figura 5.23) fica claro o maior grau de pureza e qualidade destes em relacéo
aos padroes oficiais.

Além dos graus de pureza, é importante comparar os indices de avidez das antitoxinas
produzidas no presente trabalho com as antitoxinas oficiais. O quadro 5.6 apresenta os resultados
dos indices de avidez para as IgG e IgY produzidas neste estudo, e 0s soros oficiais contendo IgG.
Todos os soros oficiais apresentaram indices de avidez altos; isto é esperado, ja que estes sdo
produzidos com altas doses dos seus respectivos antigenos e com mdltiplas imunizagdes, 0 que
leva a altos titulos e alta maturacdo da afinidade dos anticorpos. Nota-se, porém, com excecao
para a IgG anti-D de C. botulinum tipo D, a superioridade nos indices de avidez das
imunoglobulinas produzidas por este trabalho em relacdo aos soros padrdes oficiais. Isto
provavelmente se deve ao fato dos antigenos utilizados para a produgdo das 1gG e IgY
apresentarem pureza muito maior. Desta forma, a quantidade do antigeno alvo presente no
imunodgeno € muitas vezes maior em relagéo as outras proteinas ali presentes que ndo contribuem
para a sua imunogenicidade. Em outras palavras, a relagdo antigeno alvo/proteina total &€ muito
maior nos imunogenos utilizados para a producéo das IgG e IgY do que naqueles utilizados para
a producdo dos soros padrdes oficiais.
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Quadro 5.6 — Comparacdo dos indices de avidez das imunoglobulinas G e Y purificadas produzidas por
este trabalho e dos soros padrdes oficiais.

Antigeno

C de C. botulinum tipo C
D de C. botulinum tipo D

Beta de C. perfringens tipo C

Epsilon de C. perfringens tipo D

Imunoglobulinas Produzidas

70,70 %
65,71 %
68,67 %
87,18 %
94,48 %
90,46 %
80,07 %
73,18 %

Soros Padroes Oficiais
49,45 %
(Desvio-Padrédo = 1,43 %)
69,52 %
(Desvio-Padréo = 5,99 %)
84,09 %
(Desvio-Padréo = 3,07 %)
62,77 %
(Desvio-Padrao = 1,71 %)
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CONCLUSOES

As toxinas C e D de C. botulinum tipos C e D foram produzidas e semipurificadas;

As toxinas beta e épsilon de C. perfringens tipos C e D foram produzidas e, apds purificacéo,
obteve-se altos graus de pureza das mesmas;

Utilizando os imundgenos compostos pelas toxinas C e D de C. botulinum, beta e épsilon de
C. perfringens produzidas e purificadas no presente trabalho, foi possivel produzir
imunoglobulinas G (IgG) em carneiros e imunoglobulinas Y (IgY) em galinhas contra esses
antigenos;

As 1gG e IgY produzidas contra as toxinas C e D de C. botulinum, beta e épsilon de C.
perfringens foram purificadas e apresentaram altos titulos e altos indices de avidez;

As toxinas e antitoxinas produzidas neste trabalho apresentaram vantagens em relagdo aos
padrdes oficiais em termos de pureza, controle na producéo e avidez dos anticorpos;
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PERSPECTIVAS FUTURAS

Alguns insumos produzidos neste estudo foram disponibilizados e utilizados com sucesso em
outros projetos e trabalhos em andamento ou concluidos (Secéo 9.1. Apéndice I).

As toxinas C e D de C. botulinum tipos C e D, beta de C. perfringens tipo C e épsilon de C.
perfringens tipo D produzidas e purificadas podem ser utilizadas em pesquisas para a
producdo de novas vacinas, desenvolvimento e implementacdo de métodos alternativos para
diagnostico e controle de vacinas clostridiais;

As imunoglobulinas G e Y contra as toxinas C e D de C. botulinum tipos C e D, beta de C.
perfringens tipo C e épsilon de C. perfringens tipo D produzidas e purificadas podem ser
utilizadas em pesquisas para o desenvolvimento e implementacdo de métodos alternativos
para diagnostico e controle de vacinas clostridiais;

As metodologias, processos (Secdo 4. MATERIAL E METODOS) e protocolos (Segéo 9.2.
Apéncice Il) apresentados no presente trabalho podem ser utilizadas em trabalhos e pesquisas
para a producéo de novas vacinas, desenvolvimento e implementacao de métodos alternativos
para diagnostico e controle de vacinas clostridiais, e em outros trabalhos correlatos.
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8. APENDICES

8.1. Apéndice | - Projetos e Trabalhos Concluidos ou em Andamento Utilizando
Insumos Produzidos Nesta Tese

¢ Projeto de pesquisa em andamento aprovado no edital MCTI/CNPQ/Universal 14/2014:
Producdo e Certificacdo de Imunoreagentes (Toxinas E Antitoxinas) para Avaliagdo de
Vacinas e Diagndstico das Clostridioses. N° do Processo: 455717/2014-1.

 Dissertacdo de Mestrado concluida e defendida em 2016 na Faculdade de Farmacia da
UFMG: Avaliacdo da Resposta Imune do Toxoide Epsilon de Clostridium perfringens Tipo
D com Diferentes Adjuvantes.

Resumo:

A toxina épsilon (¢), produzida principalmente pelo C. perfringens tipo D, € a responsavel
por causar enterotoxemia em ruminantes, uma doenga de curso agudo e altamente letal, cujos
surtos acarretam grandes prejuizos aos produtores. Por sua rapida evolucéo e gravidade, o
controle e a profilaxia da doenca baseiam-se principalmente nas vacinagdes sistematicas dos
rebanhos. No entanto, existem davidas quanto a capacidade de induzir protecéo e a duragdo
da protecdo conferidas pelas atuais vacinas comerciais brasileiras. Visando obter uma vacina
com elevada e prolongada resposta imune protetora, o objetivo deste trabalho foi desenvolver
novas vacinas contendo toxoide e bruto e purificado, utilizando como adjuvantes
microparticulas de quitosana e microemulsdo. As vacinas formuladas foram avaliadas, em
comparagdo com a vacina convencional a base hidréxido de aluminio, por intermédio do teste
de poténcia em coelhos. Os coelhos foram imunizados com 1 ou 2 doses de vacinas, com
intervalo de 21 dias. As vacinas produzidas com toxoide e bruto continham 0,35 mL de
toxoide em uma dose total de 2,5 mL, ja as vacinas feitas a partir de toxoide ¢ purificado
continham 150 pg/mL de proteina em uma dose total de 1,5 mL. O titulo de anticorpos foi
avaliado nos dias 35, 60 e 90, nos grupos imunizados com vacinas contendo toxoide bruto
(n=8) e nos dias 35 e 50, nos grupos imunizados com vacinas contendo toxoide purificado
(n=3). A medida de titulo de anticorpos contra a toxina ¢ foi realizada por soroneutralizacao
em células MDCK. Os dados obtidos demonstram que as formulagfes contendo toxoide
purificado induziu uma resposta protetora mais intensa que as formulag6es contendo toxoide
bruto, entretanto foi necessario a administracdo de 2 doses de vacina para que o titulo de
anticorpo antitoxina épsilon fosse mantido acima de 2 Ul/mL, como especificado pelo
Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento, durante todo tempo de analise. Mesmo
apresentando resultados satisfatdrios, o titulo de anticorpos neutralizantes induzidos pelas
novas formulagBes de vacinas ndo foi superior ao titulo induzido pela vacina contendo o
hidréxido de aluminio.

e Tese de Doutorado concluida e defendida em 2016 na Escola de veterinaria da UFMG:
Desenvolvimento de Testes Moleculares e Imunoenzimaticos para o Diagnostico de
Botulismo e Controle de Vacinas Anti-Botulinicas Tipos C e D.

Resumo:

O botulismo é uma intoxicacdo causada pela ingestdo de neurotoxinas botulinicas secretadas
por oito sorotipos de Clostridium botulinum. No Brasil, a principal espécie acometida é o
bovino, em que a doenca é causada pelas neurotoxinas botulinicas C e D, normalmente
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associada a surtos em grande nimero de animais, com elevada taxa de mortalidade,
determinando prejuizos ao sistema de produgdo. A vacinagdo com os toxoides C e D de C.
botulinum é a principal e mais eficaz maneira de controle do botulismo bovino. As vacinas
comercializadas no Brasil sdo testadas pelo MAPA, por meio da imunizacdo de cobaios e
soroneutralizagdo em camundongos. Estima-se que sejam utilizados anualmente nos testes,
cerca de 1500 cobaios e 3900 camundongos. Diante da necessidade da substituicdo do uso de
animais e da utilizacdo de metodologias in vitro, o objetivo deste trabalho foi desenvolver e
padronizar os testes de ELISA competitivo e ELISA indireto para detec¢do de antitoxinas
botulinicas do soro de cobaios vacinados contra toxinas botulinicas tipos C e D, os testes de
ELISA direto para deteccdo de toxinas botulinicas C e D, avaliando a sensibilidade e
especificidade de ambos os testes como possiveis substitutos ao bioensaio animal para a
avaliacdo da poténcia de toxoides botulinicos C e D, e para o diagndstico de botulismo,
respectivamente. O ELISA direto foi eficiente em detectar as toxinas botulinicas tipos C e D
com sensibilidade analitica de 20 pg/mL e 200 pg/mL, respectivamente. O teste de ELISA
competitivo ndo foi eficiente em detectar antitoxinas botulinicas tipos C e D em soros de
cobaios, mas apresentou resultados promissores em soros de bovinos e carneiros vacinados.
O teste de ELISA indireto adigdo de ureia 6 M foi eficiente em detectar antitoxinas botulinicas
tipos C em soros de cobaios, com sensibilidade e especificidade de 80,49% e 87,5%,
respectivamente, para o tipo D, os valores encontrados foram de sensibilidade de 86,67% e
especificidade de 70,27%. Os resultados sugerem o uso do ELISA indireto como triagem no
teste de poténcia de vacinas botulinicas reduzindo-se em até 88% a utilizagdo de
camundongos, representando um decréscimo na utilizagdo de 3400 camundongos que
equivalem a cerca de R$ 18.000,00.

Tese de Doutorado em Andamento na Escola de veterindria da UFMG: Desenvolvimento
e avaliacdo de trés vacinas experimentais contra a toxina épsilon de Clostridium perfringens
tipo D. O projeto visa 0 desenvolvimento e a avaliagéo de trés diferentes tipos de formulagoes
de vacinas experimentais conta Clostridium perfringens tipo D, empregando-se a toxina
épsilon concentrada por ultrafiltracdo e purificada por cromatografia.

Tese de Doutorado em Andamento na Escola de veterinaria da UFMG: Producéo e
Certificacdo de toxinas e antitoxinas botulinicas C e D como materiais de referéncia para uso
em avaliagdo de vacinas e diagnostico de botulismo, conforme requisitos estabelecidos pelas
ISO Guias Série 30. O trabalho objetiva produzir toxinas e antitoxinas botulinicas C e D e
certifica-las como materiais de referéncia, conforme requisitos estabelecidos pelas 1SO Guias
Série 30. Para isso serdo realizados estudos de identificagdo fenotipica e genotipica de estirpes
de Clostridium botulinum tipos C e D utilizadas na producdo de toxinas, estudos de
homogeneidade, estabilidade e caracterizagdo.
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8.2. Apéndice Il — Protocolos de Purificagdo dos Insumos
8.2.1. Purificagdo das neurotoxinas C e D de Clostridium botulinum tipos C e D

Purificacdo por Filtracdo em Gel (GF):

Equipamento utilizado: AKTA Pure® (GE Healthcare, Suécia)

Coluna utilizada: Hi-Prep Sephacryl™ S-200®17

Amostra: Sobrenadante de C. botulinum tipo C ou D, concentrado 10 X por ultrafiltracdo
tangencial, precipitado por PEG 6000 para concentracdo final de 100 X, ressuspendido em tampao
NaCl 150 mM Tris 50 mM, pH 8,2

1. Centrifugar a amostra a 10000xg por 30 minutos a 4 °C, e ajustar seu pH para 8,2, logo
anteriormente a sua purificagéo;

2. Equilibrar a coluna com a passagem de 2 CV de tampéo de equilibrio NaCl 150 mM Tris 50

mM, pH 8,2 (Fluxo: 2,3 mL/min);

Injetar 10 mL da amostra previamente centrifugada e com pH corrigido (Fluxo: 2,3 mL/min);

Realizar a eluicdo pela passagem de 1,5 CV de tampdo de equilibrio NaCl 150 mM Tris 50

mM, pH 8,2 (Fluxo: 2,3 mL/min);

5. Comecar a coleta das amostras em fragfes de 5 mL apds a saida de 0,2 CV de tampdo durante

a eluicao;

Identificar e refrigerar as fragdes dos picos retirados no passo 4;

7. Submeter as fracBes armazenadas ao procedimento de Gel de SDS-PAGE, com gel de
concentragdo a 4% e gel de corrida a 10%j;

8. Dosar a proteina das fracfes contendo os complexos de neurotoxinas botulinicas purificados
pela metodologia de Bradford;

9. Liofilizar e congelar as fragbes contendo os complexos de neurotoxinas botulinicas
purificados.

~w

o

8.2.2. Purificacdo da toxina beta de C. perfringens tipo C

Purificacdo por Cromatografia de Afinidade Metélica (IMAC):

Equipamento utilizado: AKTA Pilot® (GE Healthcare, Suécia)

Resina utilizada: IMAC Sepharose 6 Fast Flow (GE Healthcare, Suécia)

Coluna utilizada: XK 26/20 (GE Healthcare, Suécia)

Amostra: Sobrenadante de C. perfringens tipo C concentrado 10 X por ultrafiltragdo tangencial,
diafiltrado em tampéo fosfato 0,05 M, NaCl 0,5 M, pH 7,7

1. Lavar a coluna contendo a resina com 2 volumes de coluna (CV) de &gua destilada (Fluxo:
6,6 mL/min);

2. Aplicar 1 CV de solucdo contendo ions zinco (cloreto ou sulfato de zinco) a 0,2 M, pH 5,5
ou menor (Fluxo: 6,6 mL/min);

3. Lavar a coluna com 5 CV de &gua destilada para a remogdo do excesso de ions metalicos
(Fluxo: 6,6 mL/min);
Obs.: 0s passos 1 a 3 ndo precisam ser repetidos a cada cromatografia. Ndo ha estimativa de
quantas corridas podem ser realizadas ap6s o carregamento da coluna.

4. Centrifugar a amostra a 10000xg por 30 minutos a 4 °C, e ajustar seu pH para 7,7, logo
anteriormente a sua purificacdo;

5. Equilibrar a coluna com a passagem de 5 CV de tampao de equilibrio fosfato 0,05 M, NaCl
0,5 M, pH 7,7 (Fluxo: 6,6 mL/min);
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6. Injetar 100 mL da amostra previamente centrifugada e com pH corrigido (Fluxo: 4,5
mL/min);

7. Comecar a coleta das amostras em fracdes de 5 mL a partir da injecdo da mesma (Passo 6);

8. Lavar a coluna com 2,5 CV de tampdo de equilibrio fosfato 0,05 M, NaCl 0,5 M, pH 7,7
(Fluxo: 4,5 mL/min);

9. Lavaracolunacom agua ultrapura até zerar as leituras de absorbancia e condutividade (Fluxo:
4,5 mL/min);

10. Identificar e refrigerar as fragfes dos picos retirados nos passos 8 e 9;

11. Submeter as fracGes armazenadas ao procedimento de Gel de SDS-PAGE, com gel de
concentracdo a 4% e gel de corrida a 15%;

12. Dosar a proteina das fracdes contendo a toxina beta purificada pela metodologia de Bradford;

13. Liofilizar e congelar as fragcdes contendo a toxina beta purificada.

8.2.3. Purificacdo da toxina épsilon de C. perfringens tipo D

Purificacdo por Cromatografia de Troca Anidnica (AEX):

Equipamento utilizado: AKTA Pilot® (GE Healthcare, Suécia)

Resina utilizada: DEAE Sepharose CL-6B (GE Healthcare, EUA)

Coluna utilizada: XK 26/20 (GE Healthcare, Suécia)

Amostra: Sobrenadante de C. perfringens tipo D ndo tripsinizado, concentrado 10 X por
ultrafiltracdo tangencial, diafiltrado em PBS 0,01 M, pH 7,2

1. Centrifugar a amostra a 10000xg por 30 minutos a 4 °C, e ajustar seu pH para 7,2, logo
anteriormente a sua purificagéo;

2. Equilibrar a coluna com a passagem de 5 CV de tampdo de equilibrio PBS 0,01 M, pH 7,2

(Fluxo: 10 mL/min);

Injetar 50 mL da amostra previamente centrifugada e com pH corrigido (Fluxo: 4,5 mL/min);

Comecar a coleta das amostras em fragdes de 5 mL a partir da injecdo da mesma (Passo 3);

Lavar a colunacom 2,5 CV de tampdo de equilibrio PBS 0,01 M, pH 7,2 (Fluxo: 4,5 mL/min);

Lavar a coluna com solucéo de eluicdo NaCl 1M, a 4,5 mL/min até zerar as leituras de

absorbancia (Fluxo: 4,5 mL/min);

Lavar a coluna com agua ultrapura até zerar as leituras de condutividade (Fluxo: 4,5 mL/min);

8. Identificar e refrigerar as fragdes dos picos retirados nos passos 5 e 6;

9. Submeter as fracBes armazenadas ao procedimento de Gel de SDS-PAGE, com gel de
concentragdo a 4% e gel de corrida a 15%;

10. Dosar a proteina das fragcbes contendo a toxina épsilon purificada pela metodologia de
Bradford:;

11. Liofilizar e congelar as fracdes contendo a toxina épsilon purificada.

oMW

~

Purificacdo por Filtracdo em Gel (GF):

Equipamento utilizado: AKTA Pure® (GE Healthcare, Suécia)

Coluna utilizada: Superdex 75 10/300 GL (GE Healthcare, Suécia)

Amostra: Toxina épsilon pré-purificada por AEX, liofilizada e ressuspendida em tampdo PBS
0,01 M, NaCI 0,1 M, pH 7,2

1. Centrifugar a amostra a 10000xg por 30 minutos a 4 °C, e ajustar seu pH para 7,2, logo
anteriormente a sua purificacgéo;

2. Equilibrar a coluna com a passagem de 2 CV de tampéo de equilibrio PBS 0,01 M, NaCl 0,1
M, pH 7,2 (Fluxo: 0,5 mL/min);
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9.

Injetar 500 pl da amostra previamente centrifugada e com pH corrigido (Fluxo: 0,5 mL/min);
Realizar a eluigdo pela passagem de 1,5 CV de tampé&o de equilibrio PBS 0,01 M, NaCl 0,1
M, pH 7,2 (Fluxo: 0,5 mL/min);

Comecar a coleta das amostras em fracdes de 1 mL apds a saida de 0,2 CV de tampéo durante
a eluicao;

Identificar e refrigerar as fragdes dos picos retirados no passo 4;

Submeter as fracfes armazenadas ao procedimento de Gel de SDS-PAGE, com gel de
concentracdo a 4% e gel de corrida a 15%;

Dosar a proteina das fragdes contendo a toxina épsilon purificada pela metodologia de
Bradford;

Liofilizar e congelar as fracGes contendo a toxina épsilon purificada.

8.2.4. Purificagdo das imunoglobulinas G clostridiais

Precipitacdo por Acido Caprilico:

1.
2.

3.

No ok

Centrifugar o soro a 10000 g por 20-30 minutos;
Descartar o pellet e adicionar o dobro do volume de tampéo de acetato de sédio 0,06 M, pH
4.6 ao sobrenadante;
Adicionar &cido caprilico gota a gota sob agitacdo em temperatura ambiente. Para cada 25
mL de soro, adicionar:
a. 1,52 mL de 4cido caprilico em soro humano ou equino;
b. 2,0 mL de &cido caprilico em soro caprino;
c. 2,05 mL de &cido caprilico em soro de coelho;
d. 1,7 mL de &cido caprilico em soro bovino.
Agitar por 30 minutos em temperatura ambiente;
Centrifugar a 4000 g por 20-30 minutos e descartar o pellet;
Filtrar o sobrenadante com papel filtro para retirar qualquer fragmento do pellet;
Dialisar o sobrenadante contra PBS 0,01 M, pH 7,2a 4 °C.

Precipitacdo por Sulfato de Amoénio:

1.
2.

gk w

Resfriar a amostra a 4 °C sob agitacéo;

Adicionar solucéo de sulfato de aménio saturada gota a gota para produzir uma saturacéo
final de 35-45%, sob agitacdo a 4 °C;

OBS.: alternativamente, adicione sulfato de aménio sélido para atingir a saturacdo desejada
(2,7 g de sulfato de aménio/10 mL de fluido = 45% de saturagao).

Agitar a 4 °C por 1-4 horas ou overnight;

Centrifugar a 2000-4000 g por 15-20 minutos a 4 °C;

Descartar o sobrenadante e ressuspender o pellet para 25-50% do volume original da amostra
com PBS ou outro tampao;

Dialisar a amostra contra PBS 0,01 M, pH 7,2 a 4 °C.

Armazenar a amostra a 4 °C ou congela-la a -20 °C se ndo for necessaria para utilizacao
imediata.

Reagentes e Solucdes Utilizados:

Acido Caprilico P.A.

Sulfato de Amdnio P.A.
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8.2.

Tampdo de Acetato de Sodio 0,6M, pH 4,6:

0,6 M (~4,92 g) de acetato de sédio;

Agua destilada g.s.p 100 mL;

Verificar e ajustar o pH para 4,6 com éacido acético 0,6M.

Sulfato de Amonio Saturado:

Adicionar excesso de sulfato de aménio em agua destilada (cerca de 950 g para 1000 mL);
Deixar sob agitagdo overnight em temperatura ambiente;

Resfriar e armazenar a 4°C.

PBS 0,01 M, pH 7,2:

0,14 M (~8,18 g) de NaCl;

2,7 mM (~0,201 g) de KClI,

1,5 mM (~0,204 g) de KH2POy;
8,1 mM (~1,15 g) de Na;HPOy;
Agua destilada g.s.p 1000 mL;
Verificar e ajustar o pH para 7,2.

5. Purificagdo das imunoglobulinas Y clostridiais

Processamento dos Ovos:

1.

2.

w

No ok

Coletar os ovos diariamente, identificar (antigeno, animal e data) e estocar a 4 °C até seu
processamento;

Com luvas, quebrar a casca e depositar a gema nas maos;

Separar a gema da clara, alternando-a entre os dedos das maos e com auxilio de agua
destilada;

Com o auxilio de uma peneira, romper e retirar a membrana da gema;

Reunir as gemas em pools do mesmo antigeno/grupo;

Alocar os pools de gemas em frascos estéreis;

Caso as etapas seguintes ndo sejam realizadas no mesmo dia, adicionar azida sddica a 0,01%
para a conservagdo das amostras a 4°C.

Delipidacdo da Gema:

Diluir os pools de gemas em agua destilada para uma dilui¢do final 1:10 (1 parte do pool com

Ajustar o pH das gemas diluidas para 5,0;

Congelar as gemas diluidas a -20°C por 12 horas;

Descongelar as gemas diluidas em temperatura ambiente;

Apbs seu descongelamento total, centrifugar a amostra a 800 x g, por 40 minutos a 4 °C;
Para retirar as lipovitelinas, filtrar o sobrenadante (ou extrato aquoso) do centrifugado com
auxilio de papel filtro 0,45um e funil. Utilizar diferentes papéis filtro e funis para pools de

Ajustar o pH do extrato aquoso filtrado para 7,4.

1.
9 partes de agua destilada);
2.
3.
4.
5.
6.
antigenos/grupos distintos;
7. Descartar o precipitado;
8.
Purificacédo da IgY:
1.

Sob agitacdo e preferencialmente sob refrigeracéo de 4 °C, adicionar sulfato de aménio sélido
lentamente ao extrato aquoso até a concentragdo final de 20 % (p/v) deste sal (Ex.:
20g/100mL);
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2. Ap6s aadicdo de toda a massa de sulfato de amdnio, prolongar a agitacdo por mais 30 minutos
sob refrigeracdo de 4 °C;

3. Centrifugar a amostra a 2000 x g, por 20 minutos a 4 °C;

4. Coletar o precipitado e ressuspender em dgua destilada para uma diluicdo final de 1:5 até 1:10
(1 parte do precipitado com 9 partes de agua destilada);

5. Ajustar o pH da amostra para 7,4;

6. Dialisar a amostra contra PBS 0,01 M, pH 7,4 a 4 °C.

Reagentes e Solucdes Utilizados:

e Agua Destilada.

e Sulfato de Aménio P.A.

e PBSO0,01 M, pH 7.4:
0,14 M (~8,18 g) de NaCl;
2,7 mM (~0,201 g) de KClI,
1,5 mM (~0,204 g) de KH2POy;
8,1 mM (~1,15 g) de Na;HPOy;
Agua destilada g.s.p 1000 mL;
Verificar e ajustar o pH para 7,4.
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