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RESUMO

A toxina épsilon (g) produzida por Clostridium perfringens tipo D é a principal responsavel pelo
desenvolvimento das enterotoxemias dos ruminantes domésticos. Devido a sua alta toxicidade,
ela é atualmente considerada um potencial agente de bioterrorismo ou para guerra bioldgica.
Atualmente ndo ha tratamentos ou vacinas contra os efeitos da toxina & em humanos. Em
contrapartida, a vacinacdo é a principal medida para o controle da enterotoxemia em ovinos,
caprinos e bovinos. Embora os imundgenos comerciais possam ser efetivos na prevencdo da
enterotoxemia, a qualidade dos mesmos oscila enormemente entre 0s paises e os fabricantes.
Desta forma, pesquisas em imunologia e vacinologia que fundamentem as buscas por novas
vacinas e tratamentos contra os efeitos da toxina € nos ruminantes domésticos ¢ humanos sao
necessarias. Baseado no supracitado, o presente trabalho teve como objetivo 0 mapeamento dos
epitopos da toxina ¢ de C. perfringens tipo D e a producdo de imundgenos de peptideos
sintéticos. Para tal, foram sintetizados 130 peptideos de 15 aminoacidos cada, em sobreposi¢do
e intercalados dos trés residuos iniciais, em membrana de celulose, por meio da técnica de
sintese em spot. Soros de coelho ¢ ovino contra a toxina ¢ purificada foram utilizados em
ensaios imunoquimicos para testar a interacdo dos anticorpos policlonais anti-e com os
peptideos sintetizados. Com apoio nas reatividades observadas nesses ensaios e caracteristicas
fisico-quimicas, seis epitopos mapeados foram empregados separadamente na imunizacdo de
camundongos. Para isto, peptideos contendo a estrutura priméaria desses epitopos foram
sintetizados por meio da sintese quimica soltvel, encapsulados em lipossomas e conjugados ao
hidroxido de aluminio. Seis grupos com seis camundongos cada receberam quatro doses
intervaladas de 10 dias dos respectivos imundgenos; ao final deste processo, os soros obtidos
foram titulados por meio de ELISA competitivo. Com base nos resultados e analise dos ensaios
imunoguimicos, ao todo 16 provaveis epitopos foram identificados na estrutura primaria da
toxina € de C. perfringens tipo D, apresentando diferentes graus de interacdo ou reatividade com
as imunoglobulinas anti-e. Este resultado condiz com os mecanismos imunologicos de resposta
imune frente aos antigenos proteicos, 0s quais sofrem processamento em diversos peptideos
menores abrangendo toda a sua estrutura, e sdo entdo apresentados aos linfocitos T CD4". Trés
epitopos empregados nas inoculagdes induziram a producdo de anticorpos detectaveis no ELISA
competitivo, e provavelmente sdo imunodominantes. As porcentagens de inibicdo verificadas
para os epitopos de numero 3, 4 e 16 foram respectivamente de 4,35, 9,95 e 7,68 %. Os
determinantes antigénicos 3 e 4 estdo parcialmente sobrepostos, linearmente e espacialmente
proximos, além de fazerem parte do dominio I da toxina e. Esta regido esta provavelmente
envolvida na ligacdo da toxina com seus receptores celulares, além de possuir aminoacidos
essenciais para a interacdo proteina-receptor e a citotoxicidade da toxina. Ja o epitopo 16 é
constituido pela porcéo carboxi-terminal da toxina €, o qual faz parte do dominio Il da mesma;
esta regido parece estar envolvida na oligomerizacéo da toxina que precede a formagéo do poro
celular. Os resultados do presente trabalho fornecem informagGes preciosas para o entendimento
das caracteristicas estruturais, patogénicas e imunoldgicas da toxina €, e podem auxiliar no
desenvolvimento de novas vacinas e terapias contra os efeitos deletérios da toxina em animais e
humanos.

Palavras-chave: enterotoxemia, ovinos, caprinos, bovinos, bioterrorismo, sintese em spot,
vacina, lipossomo, tratamento, imunologia.
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ABSTRACT

Clostridium perfringens type D epsilon toxin (ETX) is the main responsible for domestic
ruminants enterotoxemias. Due to its high toxicity, it is now considered to be a potential agent
of bioterrorism or biowarfare. There are currently no vaccines or treatments against the effects
of this toxin in humans. In contrast, vaccination is the primary control measure of
enterotoxemia in ruminants. Although commercial immunogens can be effective in preventing
enterotoxemia, their quality varies greatly between countries and manufacturers. Thus,
researches in immunology and vaccinology that support the development of new vaccines and
treatments against ETX in domestic ruminants and humans are imperative. In light of this, the
objective of the present study was to map the epitopes of C. perfringens type D ETX and to
produce immunogens containing synthetic peptides. One hundred thirty overlapping 15-mer
peptides frameshifted by three residues corresponding to ETX sequence were prepared in a
cellulose membrane by using the Spot technique. Sheep and rabbit sera against purified ETX
were used in immunochemical assays to test the interaction between anti-ETX antibodies and
the synthesized peptides. Based on the reactivity results of these assays and on physicochemical
characteristics, six mapped epitopes were separately employed to immunize mice. Peptides
containing the primary structure of these six epitopes were synthesized by solid phase synthesis,
encapsulated in liposomes and aluminum hydroxide was added. Six groups of six mice each
received four doses of the respective immunogens spaced by 10 days. At the end of this process,
the collected sera were titrated by competitive ELISA. Based on the results of the
immunochemical assays, a total of 16 probable epitopes were identified in the primary structure
of ETX. This result is consistent with immunological mechanisms of immune response against
proteic antigens, which are processed to several smaller peptides ranging the entire protein
structure, and are then presented to CD4+ T lymphocytes. Three out of the six antigenic
determinants used in the immunizations induced antibodies that were detected by a competitive
ELISA, and are probably immunodominant epitopes. The inhibition rates were 4.35, 9.95 and
7.68% for the epitopes number 3, 4 and 16, respectively. The determinants number 3 and 4 are
partially overlapped, linear and spatially close to each other, and also belong to ETX domain 1.
This region is likely to be involved in the binding of ETX to its cellular receptors. It also has
amino acids essential to the protein-receptor interaction and thus essential to the toxin
cytotoxicity. Epitope 16 is part of the carboxy-terminal portion of ETX, and belongs to domain
I11 of the protein. This region seems to be involved in the oligomerization of ETX, phase that
precedes cell pore formation. The results of the present study provide valuable information for
understanding the structural, pathogenic and immunological characteristics of ETX, and can
thus assist in the development of new vaccines and therapies against the deleterious effects of
the toxin in animals and humans.

Keywords: enterotoxemia, sheep, goat, cattle, bioterrorism, Spot technique, vaccine, liposome,
treatment, immunology.
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1. INTRODUCAO
Clostridium perfringens é uma bactéria
gram-positiva, anaerébia, em forma de
bastonetes, que possui a habilidade de passar
para uma forma de resisténcia denominada
esporo. Dessa forma, este micro-organismo
estd amplamente distribuido no ambiente,
como no solo, 4gua 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 lesdes e sinais
clinicos. As toxinas produzidas dependerao
da cepa envolvida, e gerardo sindromes
especificas (Petit et al., 1999). Esta espécie
de clostridio é dividida em cinco tipos (A, B,
C, D e E) com base na producdo de quatro
toxinas principais, alfa (a), beta (B), épsilon
(¢) e iota (1). A toxina ¢ é produzida pelos
tipos B e D, sendo a principal responsavel
pelo desenvolvimento de algumas doencas
de importancia nos animais domésticos.
Aquela 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 (DLsy) de 100
ng/kg (Uzal et al., 2010). C. perfringens tipo
B é o agente etiologico da disenteria dos
cordeiros recém-nascidos, principalmente,
além de outras afecgdes. J& C. perfringens
tipo D é o causador das enterotoxemias em
ovinos, caprinos e bovinos (Songer, 1996).

Os casos de enterotoxemia nos ruminantes
domésticos  estdo  predominantemente
relacionados com mudancas bruscas na
dieta, sem periodo de adaptacdo, quando ha

incremento  de grandes niveis de
carboidratos altamente fermentaveis. Como
consequéncia, grande  parte  desses
carboidratos chegam intactos ao intestino
delgado, o que leva a um desequilibrio da
microbiota intestinal, com abundante
crescimento de C. perfringens tipo D, e
grande produgdo de toxinas (Uzal e Songer,
2008). A toxina & age inicialmente no
intestino, aumenta a permeabilidade da
parede intestinal, e amplia, portanto, sua
propria absorcdo. Dessa forma, ela atinge a
circulagdo sanguinea, e age nos tecidos de
outros 6rgaos, tais como o cérebro, os rins,
pulmdes, entre outros, causando lesdes
(Mathur et al., 2010).

C. perfringens € considerada a bactéria
patogénica de maior ocorréncia no mundo
(Hatheway, 1990). Sendo assim, o0s
ruminantes domésticos, de uma forma geral,
estdo sob constante desafio por este agente
infeccioso, bem como sdo frequentemente
expostos aos fatores predisponentes da
enterotoxemia. Dessa forma, esforgos devem
ser realizados visando o controle e a
profilaxia da doenca, com consequente
reducdo das perdas econémicas nos diversos
sistemas de producdo de ruminantes. Esses
esforcos baseiam-se em medidas adequadas
de manejo, que levem a reducédo dos fatores
predisponentes, mas, principalmente, na
vacinagao sistematica do rebanho (Lobato et
al., 2007).

As vacinas de toxoides contra a toxina € de
C. perfringens estdo disponiveis
comercialmente, e tém sido mundialmente
utilizadas de forma extensiva nas ultimas
décadas. Somente no Brasil, mais de 150
milhGes de doses de vacinas contendo esse
toxdide, sdo produzidas por ano, refletindo a
crescente necessidade dos atuais sistemas de
criagdo em proteger um grande nimero de
animais frente as clostridioses (Gongalves et
al., 2009). Embora essas vacinas possam ser
efetivas na prevencdo da enterotoxemia, a
qualidade das mesmas oscila enormemente
entre os paises e os fabricantes, ocorrendo
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grande variacdo das respostas imunes dos
animais vacinados (Uzal e Songer, 2008;
Titball, 2009).

A toxina & ¢é considerada um potencial
agente de bioterrorismo ou para guerra
biolégica (Bokori-Brown et al., 2011;
Popoff, 2011). Desta forma, a toxina esta
classificada como agente biol6gico da
categoria B pelo Centro de Controle e
Prevencdo de Doengas (CDC) dos Estados
Unidos (Centers for Disease Control, 2000).
N&o ha tratamento aprovado em humanos
contra os efeitos dessa toxina. Seu possivel
uso como arma bioldgica em conjunto com a
inexisténcia de uma terapia ressaltam a
necessidade de se desenvolver vacinas e
tratamentos para humanos (Titball, 2009;
Bokori-Brown et al.,, 2011). Portanto,
pesquisas contemplando novas abordagens
em imunologia e vacinologia em relagéo a
toxina & devem ser realizadas, com o
objetivo de produzir imundgenos confidveis
e de qualidade contra a enterotoxemia em
ruminantes, bem como o desenvolvimento
de tratamentos e vacinas contra os efeitos da
toxina em humanos.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Clostridium perfringens Tipo D

Primeiramente denominado Bacillus
aerogenes capsulatus, e posteriormente
Clostridium welchii tipo D, C. perfringens
tipo D é um bacilo imével, GRAM-positivo,
anaerobio, o qual possui a habilidade de
passar para uma forma de resisténcia
denominada esporo. Ele cresce em
temperaturas variando de 20 a 50 °C, com
ponto 6timo entre 37 e 45 °C para a maioria
das estirpes, reduz o nitrato, e fermenta a
glicose, lactose, maltose, sacarose, entre
outros acucares. Suas coldnias no agar

sangue frequentemente geram ao seu redor
zonas de dupla hemolise; a zona mais
interna e clara causada pela toxina teta, e a
externa causada pela toxina alfa. Ja no agar
gema de ovo, observa-se zonas opacas
circulares ao redor das col6nias
denominadas reacdo de lecitinase, geradas
pela toxina alfa (Hatheway, 1990).

C. perfringens tipo D estd amplamente
distribuido no ambiente, como no solo,
vegetacdo, agua, instalagbes, equipamentos e
matéria organica em decomposicdo, além de
fazer parte da microbiota intestinal normal
de animais e humanos. Porém, sob certas
circunstancias, esta bactéria pode tornar-se
patogénica, causando quadros
gastrointestinais e enterotoxemias nos
ruminantes domésticos (Lobato et al., 2007).
Pouco se sabe sobre a importancia de C.
perfringens tipo D para a salde humana.
Existem apenas dois relatos de casos em
pessoas de enfermidades do sistema
gastrointestinal ~ relacionadas com o
clostridio (Popoff, 2011). Além destes, ha
outros dois relatos de casos em que C.
perfringens tipo D foi identificado como
sendo responsavel por lesGes de gangrena
gasosa em humanos, doenga
primordialmente causada pelo tipo A
(Morinaga et al., 1965; Miller et al., 2004).

C. perfringens tipo D é o maior produtor da
toxina €, a qual ¢ o principal componente
patogénico responsavel pelo
desenvolvimento daquelas doencas dos
ruminantes. O agente também produz outras
toxinas, tais como a alfa (o), enterotoxina,
beta-2 (B2), perfringolisina-O, lambda (M),
entre outras toxinas secundarias (Uzal et al.,
2010). As propriedades das principais
toxinas sintetizadas por C. perfringens tipo
D estdo sumarizadas na Tabela 1.
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Tabela 1 — Principais caracteristicas das principais toxinas sintetizadas por Clostridium perfringens tipo

D (Adaptado de Uzal et al., 2010).

Toxina Toxina Perfringolisina Enterotoxina Toxina
Alfa Epsilon O Beta-2
Massa 42,528 kDa 34 kDa 54 kDa 35 kDa 28 kDa
Molecular
DLso* 3ug 0,1 ug Néo relatado 50 ug 0,3 ug
(camundongo) ' ’
Letal -
. Dermonecratica "
Necrotizante . A Dermonecratica
L o Letal Eritemogénica A
Atividade Hemolitica - Letal Edematogénica
S . Edematogénica - Letal >
Bioldgica Contratdria . Necrotizante s Enterotoxica
, Contratoria do Enterotoxica L
do Mdsculo . . Citotoxica
. Mdsculo Liso
Liso
Inativada a 60
or-
Até 1 semana C; menos de
- em temperatura 1 semana a
Esta}b|I|Fiade Estével ambiente; Desconhecida temp_erattfra Desconhecida
Térmica o ambiente; 1
meses a -20 °C; més a -20 °C:
anos a -80 °C. ’
anos
liofilizada
Reacéo a . Resistente . Resistente Sensivel
Tripsina Susceptivel (ativada) Susceptivel (ativada) (inativada)

* Dose letal para 50% dos animais, por kg de camundongo.

2.2 Toxina Epsilon

A toxina € € o principal fator de viruléncia
de C. perfringens tipo D, sendo responsavel
pelas lesBes e sinais clinicos observados nas
enterotoxemias dos ruminantes domésticos.
E componente da familia das toxinas
formadoras de poros semelhantes a
aerolisina (aerolysin like, [p-pore-forming
toxin family), juntamente com a toxina a de
C. septicum, apresentando similaridades
estruturais marcantes com ambas, embora
elas carecam de homologia em relacdo a
sequéncia de aminoéacidos (Cole et al.,
2004). Com uma DLs, em camundongos de
apenas 100 ng/kg, a toxina € é considerada a
terceira toxina clostridial mais potente,
ficando atrés apenas das toxinas botulinica e
tetdnica, respectivamente (Harkness et al.,
2012). Algumas caracteristicas da toxina sdo
apresentadas na Tabela 1.

2.2.1 Genética

O gene etx, responsavel pelas informacdes
para a sintese da toxina ¢ de C. perfringens
tipo D, é carreado em plasmidios. Na
verdade, 0 gene etx pode ser carreado em
cinco ou mais plasmideos diferentes, cujos
tamanhos variam entre 48 e 110 kb, dos
quais pelo menos dois sdo conjugativos, ou
seja, possuem replicacdo autdbnoma e
mediam a conjugacdo e transferéncia de
material genético. Um Unico isolado
bacteriano  pode  carrear  multiplos
plasmideos, e cada um destes podem carrear
até trés genes diferentes que codificam
outras toxinas adicionais ou outros fatores
de viruléncia acessorios. Também é
frequente o carreamento do locus tcp, o qual
media a transferéncia do plasmidio de
resisténcia a tetracilina (pCW3), o que é
consistente com o fato de que pode haver
transferéncia conjugativa do plasmidio do
gene etx entre dois isolados de C.
perfringens tipo D (Hughes et al., 2007;
Sayeed et al., 2007; Miyamoto et al., 2008).
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A localizacdo do gene etx em elementos
extracromossomais, 0S plasmidios
conjugativos, e a constituicdo genética
destes tornam possivel a transferéncia
horizontal intra-espécie de genes de toxinas,
com consequente aquisicdo ou perda de
fatores de viruléncia, e até mesmo
contribuindo para a mudanca de tipos
toxigénicos observada em algumas estirpes
de C. perfringens (Petit et al., 1999).

2.2.2 Estrutura

A estrutura da toxina ¢ foi resolvida de
maneira definitiva por Cole et al. (2004) por
meio da difracdo de raios-x. A proteina é
alongada [(100 x 20 x 20) A] e possui trés
dominios constituidos basicamente de
folhas-B. O dominio I contém uma grande a-
hélice seguida por um laco e uma a-hélice.
Entre os dominios | e Il h& outra a-hélice
seguida por um lago. O dominio II ¢ um B-
sanduiche composto por duas folhas-B
antiparalelas e um grampo-f. O dominio III
também € um B-sanduiche com duas folhas-
B, e a porg¢do carboxi-terminal da toxina é
constituida da ultima fita paralela presente
neste dominio (Cole et al., 2004).

A toxina & possui similaridades estruturais
marcantes com outras constituintes da
familia das toxinas formadoras de poros
semelhantes a aerolisina. Entre elas,

destacam-se a aerolisina de Aeromonas
hydrophila, a parasporina-2 de Bacillus
thuringiensis e uma lecitina formadora de
poros (LSL) de Laetiporus sulphureus
(Figura 1). Embora estas proteinas
apresentem identidade de menos que 20 %
entre suas estruturas primarias, elas possuem
alta semelhanca estrutural em relagdo as
suas formas e aos arranjos de suas folhas-p.
Todas sdo formadoras de poros, sendo que a
aerolisina e a € formam poros heptaméricos,
enquanto aqueles formados pela LSL séo
hexaméricos. Ademais, as toxinas &,
aerolisina e parasporina-2 sdo secretadas na
forma de protoxina e ativadas pela remocéo
proteolitica de suas sequéncias amina e
carboxi-terminais (Bokori-Brown et al.,
2011).

Apesar das similaridades  estruturais
marcantes, a toxina € ¢ enormemente mais
potente que todas as outras, possuindo uma
atividade letal em camundongos cerca de
100 vezes maior que a aerolisina e a toxina o
de C. septicum, também membro da mesma
familia (Popoff, 2011). Provavelmente, esta
grande diferenca de toxicidade entre essas
toxinas seja resultado de composicdes de
aminoacidos distintas, mas principalmente
pela interagdo dessas proteinas com regides
de ligacdo a receptores distintas (Cole et al.,
2004).
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Figura 1 — Estrutura das proteinas da familia das toxinas formadoras de poros semelhantes a aerolisina.
A. Epsilon de Clostridium perfringens tipo D B. Aerolisina de Aeromonas hydrophila C. Lecitina
formadora de poros de Laetiporus sulphureus D. Parasporina-2 de Bacillus thuringiensis. (Adaptado de

Bokori-Brown et al., 2011)

Alguns componentes da familia das toxinas
formadoras de poros, principalmente a
aerolisina, possuem as fungdes das suas
regibes bem caracterizadas. Baseado nas
similaridades entre os dominios da toxina € e
outros membros da familia, bem como em
algumas pesquisas, tem-se estudado a
caracterizagdo funcional dessas regides da
toxina. O dominio I da toxina € parece ser de
fundamental importdncia para a sua
interacdo inicial com a célula. Um
aglomerado de residuos aromaticos (Tyr*,
Tyr®, Tyr*®, Tyr*®, Phe*®) presentes nessa
regido e espacialmente proximos pode estar
diretamente envolvido na ligacdo da proteina
com seus receptores celulares (Cole et al.,
2004; Popoff, 2011; Ivie e McClain, 2012).

O alinhamento das sequéncias do dominio Il
da toxina ¢ de C. perfringens tipo D e dos
dominios semelhantes da toxina o de C.
septicum, aerolisina e duas toxinas
mosquitocidas (MT-X 2 e MT-X 3)

evidencia areas anfipaticas nessas regides.
Areas com tal caracteristica sio essenciais
para a insercdo de proteinas nas membranas
celulares e estdo presentes em outras toxinas
da familia das toxinas formadoras de poros
semelhantes & aerolisina. Baseado em
estudos com as outras proteinas dessa
familia, este dominio da toxina € pode ser
uma regido de inser¢cdo na membrana, estar
relacionado & oligomerizagdo da proteina,
formacdo e estabilizacdo do poro (Cole et
al., 2004; Bokori-Brown et al., 2011).
MutacGes de aminoécidos dentro do dominio
II da toxina € resultam em mudan¢as na
citotoxicidade e efeitos nas caracteristicas
dos canais formados pela toxina. Os residuos
Ser” e  Thr'®  parecem  ser
excepcionalmente importantes para essas
caracteristicas e atividade dos canais.
Andlises da sequéncia e hidrofobicidade da
regido sugerem que o segmento His™*-Ala**
forma um grampo-f anfipatico, constituinte
do canal transmembrana dos heptameros da
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toxina ¢ (Knapp et al., 2009). Além disto,
esse mesmo segmento também possui uma
ou mais regibes de epitopos neutralizantes
(McClain e Cover, 2007).

O dominio III da toxina € de C. perfringens
tipo D, o qual abriga a porcdo carboxi-
terminal da mesma, também tém sido
associado com a insercdo na membrana, mas
principalmente com a heptamerizagdo da
proteina. Nas protoxinas € e aerolisina, os
peptideos carboxi-terminais parecem
bloguear a oligomerizagdo das toxinas.
Quando esses peptideos ndo sdo removidos
durante a ativacdo das protoxinas, a
interacdo entre os mondmeros é impactada,
entdo bloqueando a oligomerizacgdo (Cole et
al., 2004; Bokori-Brown et al., 2011). As
protoxinas € apresentam a habilidade de se
ligar aos seus receptores celulares; no
entanto, sdo inabeis em formar os complexos
heptaméricos na membrana celular. Para que
isto ocorra, como ja relatado, a remog¢do do
peptideo  carboxi-terminal presente no
dominio Il é necessaria. Desta maneira,
esse peptideo funciona como uma espécie de
chaperona intramolecular, auxiliando no
dobramento da proteina e prevenindo que
moléculas de toxina & ativa se agreguem
quando em solucdo (Miyata et al., 2001).

2.2.3 Ativacao

A toxina & ¢ secretada na forma de
protoxina, com aproximadamente 32,981
kDa, a qual é convertida em toxina ativa,
cerca de 1000 vezes mais tdxica que sua
progenitora. A ativacdo da protoxina causa
uma pequena mudanga na sua massa
molecular, e uma grande alteracdo no seu
ponto isoelétrico (pl), de 8,02 para 5,36 ou
5,74. Essa ativagdo ¢ catalisada por
proteases, como a tripsina, quimiotripsina e
a toxina A, uma metaloprotease sintetizada
por C. perfringens (Worthington e Milders,
1977; Uzal et al., 2010).

Para que a ativagcdo ocorra é necessaria a
remogdo de ambos o0s peptideos amino-
terminal e carboxi-terminal da protoxina. A
proteina resultante difere em sua sequéncia
primaria de acordo com a protease que
catalisa a clivagem. Também ha diferencas
em relacdo a sua poténcia toxica, sendo que
méaxima poténcia ocorre quando a toxina é
ativada pelas proteases tripsina e
quimiotripsina conjuntamente (Minami et
al., 1997). A titulo de exemplo, se a enzima
responsavel pela ativagdo for a tripsina, um
peptideo de 13 residuos é removido da
porcdo carboxi-terminal e outro peptideo de
22 residuos é removido da porgdo amina-
terminal da toxina € (Figura 2).

Peptideo sinal Peptideo N-term.

1 14
KEISNTVSNEMSKKASYDNVDTL..

Tripsina T T

Quimiotripsina
Toxina Lambda

Toxina ativada

Peptideo C-term.

274 296
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t 1
!

Figura 2 — Estrutura primaria da protoxina épsilon de Clostridium perfringens tipo D e locais de
clivagem pelas proteases durante sua ativacdo (Adaptado de Bokori-Brown et al., 2011).

Recentemente, foi descoberta uma
estirpe de C. perfringens ndo produtora
de toxina A, a qual processa a protoxina €
intracelularmente. Por meio de uma
protease ainda ndo identificada, essa
estirpe cliva as por¢des amina e carboxi-

terminais da protoxina, e libera um
produto toxico ao sofrer lise bacteriana,
0 que comeca a ocorrer quando a cultura
atinge sua fase estacionaria de
crescimento (Harkness et al.,, 2012).
Outra descoberta que acrescenta um
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modo de ativagdo diferente aquele
classico, € que em estudos com uma
linhagem celular denominada
mpKCCD¢y4, a protoxina & foi processada
e completamente ativada por proteases
presentes na superficie apical da
membrana plasmatica destas células
(Chassin et al., 2007).

2.2.4 Receptores celulares

Ha muito tempo se sabe que a toxina € se
liga a receptores presentes na superficie
externa da membrana celular do endotélio
vascular de alguns o6rgdos, tais como o
cérebro, os rins e o figado (Buxton, 1978b).
H& muito também se sabe que a interacdo da
toxina com esses receptores depende de um
ambiente lipidico (Nagahama e Sakurai,
1992). Apesar disto, até a presente data, a
identidade exata do receptor celular da
toxina € permanece sem ser descoberta.

A proteina se liga a receptores confinados
dentro de certas zonas com area média entre
0,35 a 0,45 umz. Esses receptores séo
dependentes de colesterol e esfingomielina,
e estdo presentes em regides especificas da
membrana celular chamadas jangadas
lipidicas (lipid rafts), também conhecidas
como membranas resistentes a detergente
(DRMs) (Turkean et al., 2012). Além disto,
0 numero de repectores celulares parece ser
maior na membrana apical do que na
membrana basolateral das células (Petit et
al., 1997; Chassin et al., 2007). A natureza
confinada desses receptores propicia uma
grande concentragdo dos mondmeros da
toxina €, o que facilita a oligomerizagdo dos
mesmos, e explica em parte a alta toxicidade
da proteina (Tirkcan et al., 2012).

Por analogia com a toxina aerolisina, poder-
se-ia pensar que a toxina & também tivesse
como receptores as proteinas ancoradas com
GPI (glicosilfosfatidilinositol) presentes nas
DRMs. Entretanto, ndo ha& pesquisas que
fundamentem isto, além de que os dominios

das toxinas aerolisina e € que interagem com
0S receptores celulares diferem
enormemente entre si (Knapp et al., 2009).
Recentemente, Ivie et al. (2011)
demonstraram que a toxina ¢ 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 o0s
autores, o HAVCRL1 pode ser de fato um
receptor para a toxina ou atuar como uma
espécie de co-receptor da mesma. Apds esta
descoberta, estudos caracterizando as
interacdes entre a toxina & o0s receptores
HAVCRL1 e uma linhagem celular sensivel
indicaram que os aminoacidos Y**, Y*, Y*#
e Y® sdo essenciais para que essas
interacdes ocorram (lvie e McClain, 2012).

2.2.5 Absorcéo intestinal

Para que a toxina & exerca seus efeitos
sistémicos, C. perfringens tipo D precisa
primeiramente colonizar o intestino do
animal acometido e produzir a toxina.
Posteriormente, esta deve agir localmente e
ser absorvida para a circulagcdo sanguinea.
Sialidases produzidas pela propria bactéria
podem exercer papel fundamental durante
estas etapas. Essas enzimas parecem
contribuir para a adesdo do micro-organismo
nas células entéricas, permitindo a
colonizagdo do intestino por C. perfringens
tipo D. As sialidases também aumentam a
sensibilidade das células a toxina g, o que
ocorre por uma maior ligacdo entre elas e
maior oligomerizagdo da toxina. Isto
acontece provavelmente por meio de dois
mecanismos:  as  sialidases  expdem
receptores adicionais da toxina € nas
superficies celulares; e/ou elas modificam
componentes da superficie celular que ndo
sdo receptores, transformando-os de fato em
receptores para a toxina. A tripsina
desempenha papel fundamental durante
essas etapas descritas, visto que, além de
ativar a toxina g, também ativa e aumenta a
atividade das sialidases. (Li et al., 2011).
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C. perfringens tipo D cresce e produz
toxinas em ambos os intestinos delgado e
grosso. A toxina € produzida ¢ absorvida em
todos 0s segmentos intestinais, embora em
maior propor¢do no colon. Além disto,
alguns fatores como baixo pH e altas
concentracdes de glicose e cloreto de sddio
(NaCl) no intestino, possivelmente presentes
durante a enterotoxemia, contribuem para
uma maior absor¢do da toxina no intestino
dos ruminantes (Losada-Eaton, et al., 2008).

Embora as lesBes intestinais causadas pela
toxina € causem alteracoes no
funcionamento do ¢érgdo, permitindo a
absorcdo da toxina, essas lesdes ndo sdo
frequentemente observadas nos casos de
enterotoxemia por C. perfringens tipo D.
Isto sugere que a toxina age sobre o intestino
alterando  sua permeabilidade por
mecanismos  independentes de  lesdes
morfoldgicas (Goldstein et al., 2009).

Pesquisas tém mostrado que a toxina € induz
acumulo de fluidos e aumento da
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
(Goldstein et al., 2009; Morris et al., 2012).
Como consequéncia, agua, eletrélitos e
macromoléculas passam para o lume
intestinal, o que explica a ocorréncia de
diarreia ou conteldos aquosos no intestino
de alguns animais com enterotoxemia.
Apesar da toxina € se ligar aos enterdcitos,
ndo esta definido se as alteracbes causadas
sdo efeitos diretos desta ligacdo, ou se ha
interacdo da toxina com outros componentes
da mucosa e/ou submucosa, levando a
modulagdo fisiolégica dos enterdcitos
(Goldstein et al., 2009).

Adicionalmente aos acima descritos, dois
outros mecanismos podem participar da
absorcdo intestinal da toxina €. Ela também

causa danos diretamente as células
endoteliais do intestino, e aumenta a
permeabilidade das paredes vasculares e
intestinais (Goldstein et al., 2009). Além
disto, a toxina épsilon é capaz de inibir o
transito gastrointestinal de camundongos, o
que poderia contribuir para a multiplicacéo
de C. perfringens tipo D, maior produgéo da
toxina € ¢ aumento da sua propria absorcao.
Duas hipéteses explicam esta inibicdo do
transito gastrointestinal: acéo local da toxina
no intestino; e/ou acdo no sistema nervoso
central com danos neuronais, prejudicando a
funcdo motora intestinal (Losada-Eaton e
Fernandez-Miyakawa, 2010).

2.2.6 Acdo toxica

Apenas algumas linhagens celulares sédo
sensiveis aos efeitos nocivos da toxina g,
sendo elas a GPPM, MDCK, G402,
mpkCCD.14, HRTEC e ACHN. (Buxton,
1978a; Payne et al., 1994; Shortt et al.,
2000; Chassin et al., 2007; Fernandez-
Miyakawa et al., 2010; lvie et al., 2011)
(Tabela 2). Este espectro restrito de
linhagens susceptiveis se deve muito
provavelmente a presenga de receptores
especificos nas células sensiveis.

A linhagem celular GPPM parece ter sido a
primeira linhagem sensivel a toxina € a ser
descoberta. Segundo Buxton (1978a), além
de causar a morte destas células, a toxina
altera a sua morfologia. Elas se tornam
maiores, aparentemente com bolhas em seu
interior, com irregularidades da membrana
plasmética, e o citoplasma se torna mais
refrangente. Ademais, as células apresentam
diferentes sinais e graus de degeneracdo:
reducdo do nucleo, ndcleo com depdsitos de
cromatina mal definidos, anormalidades da
membrana celular, membranas nuclear e
citoplasmatica com “bolhas” e descontinuas,
e perda de organelas intracitoplasmaticas
(Buxton, 1978a).
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Tabela 2 — Linhagens celulares sensiveis a toxina épsilon de Clostridium perfringens tipo D.

Nome da Linhagem Descricao Referéncia
Macrofagos Peritoneais de

GPPM . Buxton, 1978a
Cobaio
MDCK Rim Canino Madin-Darby Payne et al., 1994
G402 Lelomloblast(_)ma Renal Shortt et al., 2000
Caucasiano
mMpkCCD, 14 Ducto Coletor Cortical de Rato Chassin et al., 2007
Células Epiteliais Tubulares Fernandez-Miyakawa et al.,
HRTEC Renais Humanas 2010
ACHN Adenocarcinoma de Rim Ivie et al., 2011
Humano

A linhagem celular MDCK tém sido a mais
utilizada nas pesquisas com a toxina €.
Intoxicacdo das células dessa linhagem pela
toxina leva a alteracbes morfoldgicas como
edema e formagdo de bolhas. A lise celular
ocorre devido a formacdo de um grande
complexo membranar com cerca de 155
kDa, formacdo de poros, efluxo de ions
potassio e influxo de ions sodio e cloreto. A
concentragdo da toxina necessaria para
matar 50% (LCso) de uma cultura de células
MDCK é de 15 ng/ml, e sua toxicidade é
dependente da temperatura e pH do meio
(Payne et al., 1994; Petit et al., 1997;
Bokori-Brown et al.,, 2011). Em seus
estudos, Nagahama et al. (2011)
demostraram que a toxina & sofre
oligomerizacao nas “jangadas lipidicas”, e é
internalizada via endocitose nas células
MDCK. Ap6s a endocitose, a proteina passa
pelos endossomos iniciais, tardios e
lisossomos. Uma vez nestas vesiculas, a
toxina oligomerizada e induz a formacéo de
mualtiplos vactolos nas células.

As alteragbes morfoldgicas vistas na
linhagem celular G402 intoxicadas sdo em
parte semelhantes aquelas vistas na MDCK.
Ocorrem alteragcfes no citoesqueleto celular,
arredondamento, separacdo do substrato e
morte celular por necrose. A LCs, da toxina
€ em 24 h para a linhagem G402 ¢ de 280
pg/ml (Shortt et al., 2000).

Na linhagem mpkCCD.y4, Vvarias diferencas
ocorrem em relacdo & acdo da toxina em
outras linhagens. Ha entrada massiva de ions
de Na* nas células, como também aumento
das concentragdes intracelulares de ions
Ca®*. A morte celular ocorre devido tanto a
formagdo de poros na membrana celular,
guanto por oncose induzida pela deplecéo de
ATP celular, e estimulo a proteina quinase
ativada por AMP. Ocorre indugdo de
necrose celular caracterizada por grande
reducdo do tamanho do nucleo, mas sem
fragmentagdo do DNA. Ha difusdo
intracelular da toxina e deplecdo de
coenzimas necessarias para a producdo de
energia pelas células. Uma série de
alteracbes também acontece na fisiologia
mitocondrial: abertura dos poros de
transicdo de permeabilidade das membranas
mitocondriais,  permeabilizacdo  dessas
membranas, reducdo do seu potencial de
membrana, e translocacéo nuclear
mitocondrial do fator indutor de apoptose
(AIF) (Chassin et al., 2007; Fennessey et al.,
2012a).

Os efeitos da toxina € na linhagem HRTEC
se caracterizam por células severamente
edemaciadas contendo bolhas grandes em
seu interior e lise celular. Ap6s o
aparecimento destas alteracdes, as células se
destacam umas das outras e ficam em
suspensdo na cultura. Complexos de
aproximadamente 160 kDa, correspondentes
ao complexo oligomérico formado pelos
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monOémeros da toxina, sdo formados e
podem ser detectados nessas culturas. A
LCs da toxina € em 24 h para a linhagem
HRTEC é de 0,5 pg/ml, enquanto a LCso em
1 h é de 3 pg/ml (Fernandez-Miyakawa et
al., 2010).

Ultima linhagem susceptivel descoberta até
0 momento, a ACHN expressa uma variante
do HAVCR1, receptor celular dos virus da
hepatite A, o qual se especula ser um
receptor ou co-receptor da toxina € (Ivie et
al., 2011). Utilizando essa linhagem,
Fennessey et al. (2012b) demostraram que as
caveolinas 1 e 2 (CAV 1 e 2) potencializam
a citotoxicidade induzida pela toxina. As
caveolinas sdo proteinas integrais de
membrana que podem exercer diversas
funcbes, tais como: endocitose, potocitose,
transcitose,  transporte de  colesterol,
regulacdo da concentracdo intracelular de
calcio, internalizacdo de toxinas, bactérias e
virus e regulacdo da transducdo celular de
sinais (Krajewska e Maslowska, 2004). As
caveolinas estdo presentes e concentradas
nas “jangadas lipidicas” chamadas de
caveolae. As toxinas & interagem com as
CAV 1 e 2 como parte de um complexo
protéico com cerca de 670 kDa. De maneira
ainda ndo estabelecida, essas caveolinas
promovem a oligomerizagéo dos
mondmeros, potencializando a agdo da
toxina (Fennessey et al., 2012b).

Em suma, o modelo atual geral de acdo da
toxina ¢ se da da seguinte forma. (1) A
protoxina ¢ € ativada primordialmente pelas
proteases tripsina, quimiotripsina e toxina A
(Uzal et al., 2010). (2) A toxina ativada se
liga a receptores ndo identificados, que
podem ser os HAVCR1, presentes em
regides da membrana celular chamadas de
“jangadas lipidicas” (Miyata et al., 2002;
Ivie et al., 2011). (3) A oligomerizacdo
também acontece dentro dessas regides
(Miyata et al., 2002), e ha formacdo de
grandes complexos protéicos com cerca de
155 kDa ou 220 kDa de massa molecular
(Petit et al., 1997; Chassin et al., 2007;).

Esses complexos s3o mondmeros da toxina €
oligomerizados em um estado de pré-poro
ndo inserido na membrana celular
(Robertson et al., 2011). (4) Em seguida, os
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, o que gera alteragdes e
danos celulares (Miyata et al.,, 2002;
Nestorovich et al., 2010). Ha indicios de que
esses heptameros também sejam
internalizados e causem danos intracelulares
(Chassin et al., 2007; Nagahama et al., 2011;
Fennessey et al., 2012a) A Figura 3 sintetiza
as etapas acima descritas, utilizando como
modelo as células MDCK I1I.

Como relatado anteriormente, a toxina A
contribui para os efeitos nocivos da toxina g,
por meio da sua ativacdo. Outras toxinas
também produzidas por C. perfringens tipo
D podem ter efeito sinérgico com a toxina €
e potencializar suas agdes. Entre elas, a
toxina o e a perfringolisina O atuam em
sinergismo com a toxina ¢, reduzindo a dose
letal desta em camundongos. Contudo, como
isto acontece exatamente e se realmente
ocorre na doenca natural ainda ndo estdo
definidos. A toxina o pode agir em nivel
celular, atuando em membranas celulares
como uma fosfolipase C e com atividade de
lecitinase. A clivagem de fosfolipideos,
esfingomielina e outros componentes da
membrana celular poderia aumentar a
interagdo da toxina & com a superficie
celular ou, até mesmo, sua oligomerizago.
Citocinas e mediadores inflamatdrios
liberados durante a resposta inflamatdria
contra a toxina o contribuem para o aumento
da permeabilidade vascular e edema, o0s
quais, por sua vez, podem permitir um maior
acesso da toxina € aos seus orgaos alvo. A
perfringolisina O, uma citolisina, lisa as
hemécias e ativa a resposta inflamatéria. O
sinergismo entre perfringolisina O e toxina ¢
pode  ocorrer pelo aumento da
permeabilidade intestinal causado pela
Gltima, favorecendo a absorcdo da
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perfringolisina e sua acdo. (Fernandez- Miyakawa et al., 2008).
1) Ligagio da toxina épsil !
_igagdo da toxina épsilon -
ativada com seu receptor I IONS
Q 2) Formagéo do pré-poro l
I Lo
ﬁ_ﬂ Insergdo do (’
I pré-poro ‘
| "
or
W ¢
; "

4) Formagao do poro

Figura 3 — Ac¢do da toxina épsilon de Clostridium perfringens tipo D em células MDCK |1 (Adaptado de

Robertson et al., 2011).

Como relatado anteriormente, a toxina A
contribui para os efeitos nocivos da toxina g,
por meio da sua ativagdo. Outras toxinas
também produzidas por C. perfringens tipo
D podem ter efeito sinérgico com a toxina €
e potencializar suas acbes. Entre elas, a
toxina o e a perfringolisina O atuam em
sinergismo com a toxina g, reduzindo a dose
letal desta em camundongos. Contudo, como
isto acontece exatamente e se realmente
ocorre na doenca natural ainda ndo estio
definidos. A toxina o pode agir em nivel
celular, atuando em membranas celulares
como uma fosfolipase C e com atividade de
lecitinase. A clivagem de fosfolipideos,
esfingomielina e outros componentes da
membrana celular poderia aumentar a
interagdo da toxina & com a superficie
celular ou, até mesmo, sua oligomerizacao.
Citocinas e mediadores inflamatorios
liberados durante a resposta inflamatdria
contra a toxina o contribuem para o aumento
da permeabilidade vascular e edema, 0s
quais, por sua vez, podem permitir um maior
acesso da toxina € aos seus Orgdos alvo. A
perfringolisina O, uma citolisina, lisa as

hemécias e ativa a resposta inflamatéria. O
sinergismo entre perfringolisina O e toxina &

pode  ocorrer pelo aumento  da
permeabilidade intestinal causado pela
altima, favorecendo a absor¢cdo da

perfringolisina e sua acdo. (Fernandez-
Miyakawa et al., 2008).

Vérios 0rgdos sdo alvos para a toxina g,
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,
1978b; Tamai et al., 2003). A atuacéo da
toxina nestes locais determinara os sinais
clinicos e lesdes observados, assim como o
curso da enterotoxemia dos ruminantes.

No intestino, a acdo da toxina € pode resultar
em acumulo de fluidos, hemorragia da

mucosa e presenga de  conteldo
hemorragico. Alteracbes histopatoldgicas
nos  intestinos delgado e  Qgrosso

compreendem congest&o e erosao da mucosa
com hemorragia afetando a mucosa, lamina
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propria e sub-mucosa, e infiltrado de
polimorfonucleares moderado.
Ultraestruturalmente, a toxina causa
destacamento de células epiteliais e necrose
celular, hemorragia da lamina prépria e
infiltracdo de polimorfonucleares. Também
ha abertura das jun¢bes oclusivas e dilatacdo
dos espacos intercelulares, principalmente
no intestino grosso (Goldstein et al., 2009;
Morris et al., 2012). Juntamente com a
toxina €, a toxina 2 parece contribuir para a
patogénese das lesGes observadas no
intestino. Ela seria a responsavel pela
necrose e formagdo das Ulceras observadas
em alguns casos de enterotoxemia,
principalmente nos caprinos (Uzal et al.,
2008).

Apbs ganhar a circulagdo sanguinea, a
toxina € ¢ distribuida em seus orgaos alvo,
mas se acumula predominantemente nos
rins. A toxina pode ser detectada em todo o
rim, exceto em sua medula e tabulos
proximais, mas predominantemente nos
glomérulos, capilares e ductos coletores.
Dentro do sistema renal, a toxina & também
pode ser detectada nas células epiteliais da
bexiga (Tamai et al., 2003; Dorca-Arévalo et
al.,2012).  Histologicamente, observa-se
dilatacdo do espaco de Bowman e alteraces
degenerativas dos tubulos distais e ductos
coletores, tais como: reducdo da altura das
células epiteliais, dilatacdo dos lumens e
esfoliagdo celular. Paradoxalmente ao
grande acumulo da toxina nos rins, as lesdes
renais e os sinais clinicos derivados delas
sdo pouco importantes durante a doenga. Na
verdade, a nefrectomia bilateral de
camundongos injetados com a toxina € reduz
0s seus tempos de sobrevivéncia.
Possivelmente, os rins contribuem para a
reducdo da toxina circulante, e entéo
protegem o0s animais dos seus efeitos
nocivos em outros 6rgdos (Tamai et al.,
2003).

No sistema cardiorrespiratorio e nas pleuras,
a acdo da toxina € no endotélio dos vasos
sanguineos leva a formacéo de poros e causa

aumento da permeabilidade vascular. Como
consequéncia, h& extravasamento de
liquidos, e formacdo de hidropericérdio,
hidrotérax e edema pulmonar (Uzal e
Songer, 2008; Popoff, 2011).

Quando altas doses da toxina € chegam ao
cérebro, as lesGes sdo predominantemente
microscopicas e constituem-se em edema
vasogénico severo e generalizado. Quando
doses menores chegam ao 6rgdo, ou o
animal acometido possui imunidade parcial
a toxina, as lesGes sdo frequentemente
macroscépicas, e constituem-se em malacia
focal bilateral simétrica. Esta alteracdo pode
se desenvolver nos ganglios basais, capsula
interna, tdlamo, substancia nigra, hipocampo
ou pedunculos cerebelares, sendo chamada
de encefalomalécia focal simétrica (EFS).
Menos comumente, a lise e liquefacdo de
certas regibes da matéria branca também
podem ocorrer (Finnie, 2004). Uma
alteracdo microscopica caracteristica e
patognomdnica da acdo da toxina € no tecido
nervoso € o edema perivascular proteinaceo,
caracterizado pelo acimulo de proteinas ao
redor de pequenas e médias artérias e veias.
Essa alteracdo é possivelmente causada
pelos danos causados pela toxina as células
endoteliais destes vasos (Uzal e Songer,
2008).

A superficie luminal das células endoteliais
do cérebro é provavelmente o local de
ligagdo da toxina g e o0 endotélio
microvascular & onde acontecem as
principais alteragdes. As células endoteliais
danificadas pela toxina  apresentam
inicialmente edema, perda de organelas
citoplasméticas, formacdo de vesiculas,
reducdo do citoplasma e picnose nuclear.
Como consequéncia das lesdes vasculares,
ocorre a perda da barreira hematoencefalica
(BHE), aumento da permeabilidade
vascular, edema cerebral generalizado e
aumento da pressao intracraniana. Ha edema
periaxonal e intramielinico na matéria
branca do cerebelo, acompanhado por
edema dos terminais axonais e dendritos da
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matéria cinzenta adjacente e edema dos
astrocitos da camada granulosa cerebelar.
Além do endotélio, a toxina parece também
atuar nas membranas sinaptosomais (Finnie,
2004).

Os eventos vasculares no cérebro parecem
estar envolvidos no desenvolvimento das
areas de EFS. Danos endoteliais podem
causar microtromboses e oclusdo dos vasos
por agregados plaquetarios; juntamente com
0 edema adjacente, estas alteragdes podem
levar ao colapso, obstrugdo capilar e estase
sanguinea. Como resultado, ocorre falha da
perfusdo sanguinea e isquemia ou hipoxia
focais. E também possivel que a toxina &,
apos romper a BHE, aja diretamente em
neurbnios e outros elementos neurais,
exercendo citotoxicidade (Finnie, 2004).

De fato, a hipétese de acdo direta da toxina €
foi recentemente comprovada por Lonchamp
et al. (2010). Estes autores demonstraram
em seus experimentos que a toxina se liga a
diversas estruturas encefalicas, tais como: o
hipocampo,  tdlamo, corpo  estriado,
substancia nigra, bulbo olfativo, coliculos,
substancia branca cerebral, mas

principalmente o cerebelo. Nesta area, a
toxina se liga aos oligodendrdcitos e células
granulares, nas quais induz a liberacdo de
glutamato, um neurotransmissor excitatdrio.
Também ocorre a indugdo da liberacdo desse
neurotransmissor pelas células neuronais do
hipocampo que sofrem a acdo da toxina
(Miyamoto et al., 2000). Essa indugdo da
liberagdo do glutamato pelas células
granulares se da provavelmente de forma
indireta, por meio de danos a morfologia e
fisiologia neuronais. A toxina & provoca
gueda na resisténcia das membranas
neuronais, abertura de poros, despolarizagéo
da membrana e aumento intracelular dos
ions Ca*, o que culmina com o disparo da
maquinaria neuronal e estimulacdo da
liberacdo do neurotransmissor. Os efeitos do
glutamato liberado no sistema nervoso
central podem contribuir para 0s sinais
neuroldgicos frequentemente observados nos
animais acometidos pela enterotoxemia
(Lonchamp et al., 2010).

A Figura 4 sumariza as ag0es da toxina € no
sistema nervoso central.

Ligagio da toxina no

/nduti‘\in nncruumu\ur\

Altas doses de toxina

l

Dano endotelial com
aumento severo da
permeabilidade vascular

|

Edema vasogénico severo e
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da pressio intracraniana

|

Curso clinico agudo
ou superagudo

\

Dano en
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Figura 4 — Sumario esquematico da patogénese dos danos encefalicos causados pela toxina épsilon de
Clostridium perfringens tipo D (Adaptado de Finnie, 2004).
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2.3 Enterotoxemia dos Ruminantes
Domeésticos

A enterotoxemia, também chamada de
doenca do rim polposo e doenca da
superalimentacéo, é causada
primordialmente pela toxina ¢ de C.
perfringens tipo D, e afeta 0s ruminantes
domésticos (Lobato et al., 2007). As
principais espécies acometidas sdo 0s ovinos
e caprinos, sendo esta enfermidade a
clostridiose que acarreta 0 maior impacto
econdmico e sanitario nas criagdes destes
animais em todo o mundo (VIII Encontro de
Caprinocultores do Sul de Minas e Média
Mogiana, 2005). Além dessas espécies, 0s
bovinos também podem apresentar a
enfermidade, sendo mais comum nos
bezerros (Morris et al., 2012).

C. perfringens tipo D pode ser um habitante
normal dos intestinos dos ruminantes, mas
sob certas circunstancias pode haver
desequilibrio da microbiota intestinal,
multiplicacdo exacerbada da bactéria, e
consequente alto nivel de producdo de
toxinas. Os fatores predisponentes para que
isto ocorra sdo frequentemente: mudancas
repentinas de dieta, principalmente para
aquelas ricas em carboidratos fermentaveis,
tais como pastos luxuriantes, grdos e ragdes
concentradas; superalimentacdo; infestacao
por vermes intestinais; infestacdo por
coccideos; administracdo de drogas, como a
fenotiazina e netobimina; frio ou calor
excessivos; outros fatores que levem ao
estresse; e baixa imunidade contra a toxina €
(Uzal, 2004). Subsequentemente a grande
producdo de toxinas, elas agem localmente
no intestino, causando ou ndo lesoes,
aumentam a permeabilidade vascular neste
6rgdo, sdo absorvidas e distribuidas para
outros sistemas pela circulagdo sanguinea.
Uma vez que a toxina & alcanga os rins,

pulmdes e encéfalo, ela desenvolve sua acdo
nociva e gera as lesdes e sinais clinicos
presentes nas enterotoxemias, como relatado
anteriormente.

2.3.1 Ovinos

As enterotoxemias causadas por C.
perfringens séo as doengas clostridiais mais
comuns dos ovinos nos paises criadores
destes animais (Lewis, 2011). A espécie &,
de longe, a mais acometida pela
enterotoxemia causada por C. perfringens
tipo D, o que leva a grandes perdas
econdmicas nas criagdes. A doenca acomete
principalmente cordeiros de quatro a 10
semanas de idade e naqueles com seis meses
ou mais; porém ela também pode ocorrer em
animais recém-nascidos e de até cinco dias
de vida (Scholes et al., 2007).

O curso da enfermidade pode ser agudo,
subagudo ou crbnico, e a ocorréncia de
mortes subitas é frequente. Os sinais clinicos
mais  frequentes nesta espécie  sao
neurolégicos e respiratdrios: cegueira,
opistétono, convulsdes, balido, espuma
saindo pela boca e decubito lateral com
pedalagem previamente a morte. Diarréia e
outras alteragcBes intestinais acontecem
ocasionalmente, e estas sdo limitadas a
hiperemia da mucosa do intestino delgado,
presenca de fluidos intestinais avermelhados
e colite. Hidropericéardio, hidroperitonio,
hidrotérax, edema pulmonar e presenca de
petéquias na serosa deste Orgdo sao
frequentes. No encéfalo, herniagdo do
cerebelo pode ocorrer nos cursos agudo e
subagudo; e a EFS pode estar presente nos
casos cronicos (Figura 5). Edema
perivascular proteinaceo é visto em cerca de
90% dos casos e é patognomdnico da doenca
(Uzal e Songer, 2008; Uzal et al., 2010)
(Figura 5).
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Figura 5 — Lesfes encefalicas observadas em
perfringens tipo D. A. Encefalomalécia focal simétrica, lesdo sugestiva de enterotoxemia por Clostridium
perfringens tipo D. Seta: area da lesdo. B. Edema perivascular proteindceo, lesdo patognomdnica da
enterotoxemia por Clostridium perfringens tipo D (Adaptado de Uzal e Songer, 2008).

2.3.2 Caprinos

Os caprinos sdo a segunda espécie mais
acometida pela enterotoxemia por C.
perfringens tipo D, e a doenga pode ser a
causa mais comum de mortes subitas na
espécie em todo o mundo (VIII Encontro de
Caprinocultores do Sul de Minas e Média
Mogiana, 2005).

A enfermidade nestes animais pode ter curso
agudo, subagudo e cronico. A forma aguda
ocorre mais frequentemente nos animais
jovens, nao vacinados, e os sinais clinicos e
lesbes observados sdo semelhantes aqueles
dos ovinos: morte suObita, cegueira,
opistétono, convulsdes, balido, espuma
saindo pela boca e decubito lateral com
pedalagem previamente & morte. Ademais,
h& hiperemia da mucosa do intestino, fluidos
intestinais avermelhados, colite,
hidropericardio,  hidroperitonio, edema
pleural e pulmdes edemaciados e com
petéquias na serosa. No curso subagudo,
comum nos caprinos adultos, as lesdes
observadas costumam ser uma combinacéo
daquelas que ocorrem nos cursos agudo e
crébnico. Ha diarreia hemorragica, dor
abdominal, choque, opistétono e convulsdes,
com a morte sendo frequente dentro de dois
a quatro dias apds o inicio dos sinais.
Animais adultos, comumente vacinados,
podem desenvolver a forma crénica, a qual

7

se estende por dias até semanas. Ela é
caracterizada por diarreia aquosa profusa,
com presenca ou ndo de muco e sangue, dor
abdominal, fraqueza, anorexia e agalaxia.
Histologicamente, colite fibrinohemorragica
ou fibrinonecrotica sdo observadas (Uzal e
Songer, 2008; Uzal et al., 2010).

Anteriormente, acreditava-se que a EFS
fosse uma lesdo presente exclusivamente nos
casos cronicos de enterotoxemia nos ovinos.
Entretando, recentemente, verificou-se que a
EFS também pode ocorrer em caprinos
acometidos pela doenca, provavelmente nos
guadros mais cronicos (Oliveira et al.,
2010). Edema perivascular e degeneragdo da
matéria branca, semelhante aos que ocorrem
nos ovinos, também podem ser observados
na enfermidade aguda e subaguda (Uzal e
Songer, 2008; Uzal et al., 2010).

2.3.3 Bovinos

Diferentemente do que ocorre para 0S
pequenos ruminantes, pouca importancia
tém se dado a enterotoxemia dos bovinos.
Existem apenas dois relatos de casos da
doenca em condicdes naturais
laboratorialmente confirmados, sendo um
deles no Reino Unido (Watson e Scholes,
2009) e outro no Brasil (Lobato et al., 2006).
Diversos outros trabalhos, listados por Uzal
e colaboradores em 2010, descrevem a
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ocorréncia de animais acometidos por sinais
clinicos e  lesBes  sugestivos  de
enterotoxemia; no entanto, segundo estes
autores, esses trabalhos falharam na
confirmacdo da relacdo entre as lesdes e
sinais observados e o agente causal C.
perfringens tipo D.

Baseado principalmente em estudos da
enterotoxemia induzida experimentalmente
em bovinos, os sinais clinicos e lesdes
observados sdo: dispnéia, letargia, reducdo
da motilidade rumenal, ataxia, perda de
consciéncia, hiperestesia, convulsoes,
opistétono, cegueira, perda de reflexo
pupilar, estrabismo, bruxismo, tonus
muscular diminuido, hipersalivacao,
declbito, pedalagem, edema pulmonar,
hidropericérdio, hidrotérax, hidroperitdneo,
hemorragia de mucosas, contelido aquoso no
intestino  delgado, edema perivascular
proteinaceo e EFS. (Filho et al., 2009; Uzal
et al., 2010). A morte sUbita de bovinos sem
causa aparente também parece ser sugestiva
de enterotoxemia nesta espécie (Lobato et
al., 2006).

2.3.4 Diagnostico

O diagnostico da enterotoxemia nos
ruminantes domésticos é complexo e deve
ser baseado no maior numero de
informagBes possiveis. Essas informacdes
devem ser reunidas a partir dos histéricos do
rebanho e dos animais acometidos, sinais
clinicos e lesdes obhservados, achados de
necropsia, histopatologia, bacteriologia, mas
principalmente a partir da deteccdo da toxina
€ no contetdo intestinal (Lobato et al.,
2007). O historico, sinais clinicos, lesoes,
quantificacdo da glicose urinaria, isolamento
da bactéria (em niveis de 10* a 107 UFC/g
em ovinos) e deteccdo pela reacdo em cadeia
da polimerase (PCR) sdo Uteis para o
estabelecimento  de um  diagnéstico
presuntivo da enterotoxemia por C.
perfringens tipo D. Ja a deteccdo da toxina
no contetdo intestinal fornece diagnostico
definitivo. Ademais, a evidenciacdo de

edema perivascular proteinaceo no tecido
cerebral pela histopatologia é de extrema
relevancia, ja que tal lesdo é patognoménica
da doenca (Uzal e Songer, 2008).

O teste padrao para a deteccdo da toxina € €
a soroneutralizacdo em camundongos. A
espécime clinica utilizada é o contetdo
intestinal,  preferencialmente ileal, de
animais suspeitos, acondicionados em
recipientes limpos e refrigerados ou
congelados (Layana et al., 2006). Embora a
soroneutralizacdo 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 discussdes em
bioética, culminaram com a necessidade do
desenvolvimento de metodologias que
possam substituir total ou parcialmente o
teste in vivo, com destaque para 0s ensaios
imunoenzimaticos (ELISAS) e a
soroneutralizacdo celular (Uzal et al., 2003;
Lobato et al., 2007; Uzal e Songer, 2008;
Sobrinho et al., 2010; Souza Junior et al.,
2010).

2.3.5 Profilaxia e controle

O tratamento mais indicado contra a
enterotoxemia por C. perfringens tipo D é a
administracdo de soro contendo anticorpos
antitoxina €. Entretanto, com raras excecdes,
0s tratamentos contra as doencas clostridiais
quase sempre falham. Isto ocorre devido a
estas enfermidades serem frequentemente
agudas e altamente letais; além do fato de
que quando os sinais clinicos nos animais
acometidos sdo observados, ja houve
grandes danos teciduais e lesdes (Lewis,
2011).

Considerando as caracteristicas do C.
perfringens tipo D, sua resisténcia,
distribuicdo ambiental e presenga no trato
gastrointestinal dos animais, a erradicacao
do agente é inviavel. Somado a ineficacia do
tratamento, a profilaxia e o controle da
enterotoxemia tornam-se prioridades nas
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criagdes dos ruminantes domésticos. Ambos
se apoiam em dois fundamentos: reducéo
dos fatores predisponentes e vacinacdo
(Lobato e Assis, 2000). Os fatores
predisponentes a serem  combatidos,
eliminados ou reduzidos sdo: mudancas
repentinas de dieta, principalmente para
pastos luxuriantes, grdos e ragdes
concentradas; superalimentacdo; infestacéo
por parasitas; infestacdo por coccideos; frio
ou calor excessivos; e outros fatores que
levem ao estresse (Uzal, 2004).

A vacinagdo ¢é a principal medida para a
profilaxia e controle da enterotoxemia por C.
perfringens tipo D. 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. Os
ruminantes domésticos devem ser vacinados
a partir dos trés ou quatro meses de idade.
Os protocolos de vacinagdo requerem
basicamente duas doses, separadas no tempo
de quatro a seis semanas, para O
estabelecimento de concentragbes de
anticorpos circulantes protetoras (Lewis,
2011). Reforco anual é necessario para
ovinos e bovinos, e acredita-se que este
periodo deve ser reduzido para cerca de
guatro meses para os caprinos (Uzal e Kelly,
1996).

A prevencgdo da enterotoxemia em animais
recém-nascidos, principalmente cordeiros,
pela transferéncia passiva de
imunoglobulinas tém sido alvo de interesse
(Bokori-Brown et al., 2011). A transferéncia
passiva natural, por meio da colostragem,
pode ser melhorada vacinando-se as ovelhas
quatro a trés semanas antes da temporada de
paricBes (Lewis, 2011). Ja a transferéncia
passiva artificial pode ser realizada por meio
da administragdo intravenosa de soro
contendo  anticorpos  policlonais  aos

cordeiros recém-nascidos (Bokori-Brown et
al., 2011).

As vacinas de toxdides contra a toxina € de
C. perfringens tém sido mundialmente
utilizadas de forma extensiva nas uUltimas
décadas. Somente no Brasil, mais de 150
milhGes de doses de vacinas contendo esse
toxdide sdo produzidas por ano, refletindo o
impacto causado pela enterotoxemia nos
atuais sistemas de criagdo, e a crescente
necessidade de se proteger um grande
nimero de animais frente a esta enfermidade
e as outras clostridioses (Gongalves et al.,
2009).

Embora essas vacinas possam ser efetivas na
prevencdo da enterotoxemia, a qualidade das
mesmas oscila enormemente entre os paises
e os fabricantes, ocorrendo grande variagao
das respostas imunes dos animais vacinados
(Uzal e Songer, 2008; Titball, 2009). A
producdo de toxinas in vitro é o principal
entrave para a fabricacio de bons
imunogenos. Ela requer a utilizacdo de
amostras toxigénicas, bem como meios de
cultura especificos, pH, tempo, atmosfera de
incubacdo adequados para o cultivo dos
clostridios e otimizagcdo da producdo de
toxinas (Gongalves et al., 2009). Além disto,
repiques sucessivos in vitro das amostras de
C. perfringens tipo D podem levar a perda
dos seus elementos extracromossomais que
carregam o0 gene da toxina, levando as
amostras a produzirem baixos titulos de
toxinas, ou mesmo a perda total da
toxigenicidade (Titball e Popoff, 2006). Por
fim, outro problema é que ndo ha atualmente
vacinas especificamente para caprinos,
sendo utilizadas nesta espécie aquelas
produzidas para ovinos (Uzal e Kelly, 1996).

Em 1998, Azevedo et al. testaram a
eficiéncia de sete vacinas comerciais que
continham toxoides de C. perfringens tipo
D. Os seis imundgenos produzidos no Brasil
falharam em estimular niveis soroldgicos
adequados de anticorpos anti-épsilon;
apenas um imunogeno importado apresentou
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titulos de anticorpos séricos superiores aos
niveis minimos  exigidos no  pais.
Aparentemente, este perfil de qualidade das
vacinas tem melhorado ao longo dos ultimos
anos. No entanto, mais pesquisas em
vacinologia sdo necessérias visando 0
aperfeicoamento e modernizacdo  das
vacinas existentes, assim como a busca de
novos imunogenos por meio de outras
estratégias e tecnologias.

As vacinas recombinantes contra a toxina &,
embora tenham sido estudadas em alguns
trabalhos (Oyston et al., 1998; Chandran et
al., 2010; Lobato et al., 2010; Mathur et al.,
2010; Souza et al., 2010), tém recebido
pouca atencdo. Dentre 0s entraves inerentes
a este tipo de wvacina, destaca-se a
dificuldade na obtencdo de mutantes que
sejam imunogénicas e seguras a0 mesmo
tempo (Titball, 2009). Outro trabalho
utilizou anticorpos anti-idiotipicos para
induzir protecdo contra C. perfringens tipo
D em camundongos e coelhos, obtendo
sucesso (Percival et al., 1990). Porém,
pesquisas  subsequentes  visando a
continuagdo do trabalho, produgdo de uma
vacina para animais de producdo e seu
aperfeicoamento nao foram realizadas. Até o
presente momento, outras tecnologias em
vacinologia, tais como vacinas de DNA e de
subunidade, como as de peptideos sintéticos,
ndo foram alvo de estudos ou pesquisas em
relagdo a toxina € de C. perfringens tipo D.

2.4 A Toxina Epsilon e o Homem

Diferentemente da enterotoxina de C.
perfringens tipo A, conhecido por ser um
dos principais causadores de intoxicacao
alimentar nos humanos (Miyamoto et al.,
2012), pouco se sabe sobre a importancia da
toxina ¢ de C. perfringens tipo D para a
salde humana. Existem apenas dois relatos
de casos de enfermidades em humanos
relacionados com a toxina &, ambos datados
de 1955. Em um deles, um paciente com
obstrucdo intestinal aguda desenvolveu uma
infeccdo por C. perfringens tipo D com

consequente produgdo da toxina € em seu
intestino (Gleeson-White e Bullen, 1955,
citado por Popoff, 2011). No outro caso,
uma pessoa internada para o tratamento de
outra doenca ndo relacionada desenvolveu
dor abdominal e diarreia severa; C.
perfringens tipo D foi isolado das fezes
deste paciente, e anticorpos anti-¢ foram
detectados em seu soro (Kohn e Warrack,
1955, citado por Popoff, 2011).

Algumas linhagens celulares de origem
humana tiveram suas sensibilidades
avaliadas frente a toxina €. Dentre elas, as
linhagens G402, HRTEC e ACHN foram
sensiveis a toxina, reforcando uma provavel
nocividade da mesma ao organismo humano
(Shortt et al., 2000; Fernandez-Miyakawa et
al., 2010; lvie et al., 2011). Extrapolando os
dados de estudos com camundongos, estima-
se que a DLgp da toxina € administrada via
intravenosa em humanos seja de 100 ng/kg,
sendo entdo altamente toxica para a especie
(Mantis, 2005). Em outras palavras, uma
dose parenteral de 7 ug da toxina teria 50 %
de chance de ser letal para uma pessoa com
cerca de 70 kg.

Considerando o supradito, é praticamente
inegavel que o contato de pessoas com a
toxina ¢ de C. perfringens tipo D, seja em
condicBes naturais, como em doengas, seja
ele induzido, pode acarretar riscos a saude
humana. De fato, a toxina é atualmente
considerada um potencial agente de
bioterrorismo ou para guerra bioldgica,
atraindo a atencdo de diversos 6rgdos de
salde publica internacionais (Bokori-Brown
et al., 2011; Popoff, 2011). Acredita-se,
inclusive, que o Iraque tinha grande
interesse na utilizacdo das toxinas de C.
perfringens como armas bioldgicas (Butler,
1999). Como resultado, a toxina & estd
classificada como agente biolégico da
categoria B pelo Centro de Controle e
Prevencdo de Doencas (CDC) dos Estados
Unidos (CDC Strategic Planning
Workgroup, 2000).
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Como agente de bioterrorismo, a toxina &
possui potencial para a disseminacdo em
massa, primariamente via aerossol. A
inalacdo desse agente por uma pessoa deve
resultar em danos as células endoteliais dos
vasos  sanguineos  pulmonares,  com
consequente lesdo priméaria nos pulmdes,
caracterizada por aumento da
permeabilidade vascular e edema pulmonar.
Em seguida, a toxina absorvida pode
alcangar outros 0Orgédos, causando lesdes
renais, cardiaca e do sistema nervoso
central. Estima-se que a DLs da toxina € em
humanos, pela via respiratoria, seja 10 vezes
aquela pela via parenteral, isto €, 1 pg/kg.
Assim sendo, doses suficientes da toxina
podem, teoricamente, debilitar rapidamente
grandes populagdes civil e militar, ou até
mesmo causar a morte de um numero
consideravel de pessoas (Greenfield et al.,
2002).

Embora soros contendo anticorpos contra a
toxina & possam teoricamente neutraliza-la,
ndo ha tratamento aprovado em humanos
contra os efeitos dessa toxina. O répido
inicio dos sintomas e a alta letalidade podem
tornar esse tratamento inviavel. Desta forma,
0 possivel uso da toxina como arma
biolégica em conjunto com a inexisténcia de
um tratamento eficaz e viavel ressaltam a
necessidade de se desenvolver uma vacina
segura e eficaz para humanos (Titball, 2009;
Bokori-Brown et al., 2011). Todavia, ndo ha
relatos de testes de vacinas contra a toxina €
em humanos ou outros primatas (Mantis,
2005). Grande parte dos imundgenos
licenciados para o uso em veterinaria séo
produzidos a partir do sobrenadante cru ou
apenas parcialmente purificado das culturas
de C. perfringens tipo D. Desta maneira, em
situacBes normais, € improvavel que estas
vacinas licenciadas para uso veterinario,
constituidas basicamente por toxdides, sejam
aprovadas para uso humano (Titball, 2009).

Em contrapartida da necessidade de uma
vacina, durante uma eventual guerra
biolégica ou ataque bioterrorista, é possivel

que a efetividade da imunizacdo seja
comprometida caso uma grande quantidade
de toxina ¢ seja inalada. Ha a possibilidade
de que a concentracdo local pulmonar e
circulante de imunoglobulinas ndo seja
suficiente para combater a acéo e os efeitos
da toxina. Neste caso, o desenvolvimento e a
disponibilidade de um tratamento auxiliar e
profildtico é de extrema importancia.
Anticorpos de origem humana ou animal,
inteiros ou seus fragmentos (Fab’s),
administrados por via intravenosa ou
inalados via aerossol, poderiam ser
utilizados como tratamento curativo rapido
ou profildtico contra a toxina ¢ (Paddle,
2003). Outra opgdo € o desenvolvimento de
terapias baseadas em drogas ou subunidades
da toxina que compitam com a proteina
nativa pela ligacdo aos receptores celulares,
inibindo e/ou deslocando-a dos mesmos.

Finalmente, os efeitos potentes e Gnicos da
toxina & de C. perfringens tipo D também
podem ser explorados por areas nobres da
ciéncia visando beneficios a sociedade. Uma
das possibilidades esta relacionada com a
capacidade da toxina em agir no sistema
nervoso central, e de certa forma romper ou
ultrapassar a BHE (Finnie, 2004). A
modulagdo desta acdo pode, futuramente,
permitir que medicamentos e
quimioterépicos alcancem, penetrem com
maior facilidade e se acumulem no sistema
nervoso central (Hirschberg et al., 2009). O
resultado disto pode ser uma maior eficacia
e eficiéncia dos tratamentos contra
neoplasias e diversas doencas infecciosas,
inflamatdrias e vasculares.

2.5 Vacinas de Peptideos Sintéticos

De forma geral, as vacinas de peptideo
sintético sdo compostas de partes de
antigenos proteicos, sintetizadas a partir de
aminoécidos e agregadas em uma Unica
molécula ou complexo supramolecular. Essa
molécula ou complexo é, entdo,
reconhecido(a) pelo sistema imune e incita
uma resposta imune contra si préprio(a) e
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indiretamente contra o antigeno da qual teve
origem. As partes ou por¢des dos antigenos
proteicos, os peptideos, exibindo atividade
de epitopos de células T e/ou células B sdo o
principal componente dessas vacinas (Moisa
e Kolesanova, 2010).

Sendo assim, para o desenvolvimento destes
imundgenos constituidos de subunidades de
proteinas, é necessario que se saiba quais
partes delas sdo  antigénicas e,
possivelmente, imunogénicas. Para tal, o
mapeamento dos epitopos ou determinantes
antigénicos do antigeno alvo é uma etapa
crucial. Esses epitopos representam as
porcdes antigénicas de um antigeno, e sdo
selecionados durante a construcdo das
vacinas a base de peptideos, enquanto as
regides ndo antigénicas ndo séo utilizadas
(Li Piraetal., 2010).

As vacinas de peptideos sintéticos tém sido
amplamente pesquisadas e desenvolvidas,
abrangendo diversas doengas e afecgfes de
humanos, principalmente, mas também de
animais. Algumas destas enfermidades com
imundgenos de peptideos em
desenvolvimento sdo: diversos tipos de
cancer, sindrome da imunodeficiéncia
adquirida  (SIDA), alergias, esclerose
maultipla, hepatite tipo C, diabetes tipo I,
herpes genital, malaria, pneumonias,
Alzheimer, botulismo, intoxica¢do por C.
perfringens tipo A, febre aftosa, ofidismo,
escorpionismo, dentre outras. Essas vacinas
se encontram em diversas fases de
desenvolvimento, desde o mapeamento de
epitopos, selecdo dos peptideos antigénicos
e construcdo do imunégeno até as fases
finais de ensaio clinico (Mietzner et al.,
1992; Purcell et al., 2007; Duarte et al.,
2010; Moisa e Kolesanova, 2010; Perez et
al., 2010; Machado-de-Avila et al., 2011).

Dentre as vantagens dos imundgenos de
peptideos sintéticos, podem ser citadas: a
auséncia de material infeccioso, o que exclui
a necessidade de cultivar micro-organismos;
possibilidade de exclusdo de sequéncias

deletérias e patogénicas do antigeno, as
quais possam vir a causar doengas ou danos
a salde humana e animal; lipideos,
carboidratos e grupos quimicos podem ser
adicionados aos peptideos para modular sua
imunogenicidade e  estabilidade; a
introducdo de aminoacidos ndo naturais e
outras moléculas permite a criacdo de
compostos parecidos com medicamentos,
aumentando a difusibilidade e distribuicéo
dos peptideos; facilidade da analise de
pureza por cromatografia liquida e
espectrometria de massas, facilitando o
controle de qualidade das vacinas pela
industria e pelos organismos governamentais
oficiais; a produgdo em larga escala é
economicamente vidvel; o imunégeno pode
ser armazenado liofilizado, eliminando a
necessidade da "cadeia do frio" para o
armazenamento, transporte e distribuicdo do
produto; ndo ha risco de reversdo ou
formagdo de recombinantes virulentos; néo
ha risco de integracdo genética ou
recombinacdo, 0 que pode acontecer em
vacinas de DNA; e por fim, as vacinas de
peptideos podem incluir determinantes de
varios patégenos, ou varios epitopos do
mesmo patdgeno (Purcell et al., 2007).

3. OBJETIVOS
3.1 Geral

Mapear os epitopos da toxina épsilon (g) de
Clostridium perfringens tipo D, e produzir
imundgenos de peptideos sintéticos.

3.2 Especificos

e Produzir, concentrar e purificar a toxina
nativa de C. perfringens tipo D, e
utilizd-la para a produgéo do toxoide &;

e Produzir soro hiperimune contra o
toxoide €, em coelhos e ovino;

e Mapear os determinantes antigénicos da
toxina ¢ de C. perfringens tipo D pela
técnica de Spot;
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e Sintetizar os peptideos correspondentes
aos epitopos imunodominantes da toxina
€

e Produzir imundgenos a partir
peptideos sintetizados.

dos

Cultivo do Clostridium
perfringens Tipo D

Obtengéo e Purificacdo da
Toxina Epsilon

Produgdo do Toxoide
Epsilon

4. MATERIAL E METODOS

4.1 Fluxograma Geral do Trabalho

dos Soros Hiperimunes

| Imunizacdes e Obtencéao I

Sintese dos Peptideos em
Membrana de Celulose

Mapeamentos dos Epitopos
da Toxina Epsilon

Sintese Sollvel dos
Epitopos

Imundgenos

| Preparacéo dos I

Imunizac6es e Titulagdo
dos Soros

Figura 6 — Fluxograma geral do trabalho

4.2 Locais de do

Experimento

Realizacéo

O experimento foi realizado no Laborat6rio
de Anaerobios da Escola de Veterinaria da
Universidade Federal de Minas Gerais (EV-
UFMG), no Laboratério de Imunoguimica
de Proteinas do Instituto de Ciéncias
Bioldgicas (ICB-UFMG), no Laboratério de
Imunologia e Bioprodutos da Fundagéo

Ezequiel Dias (FUNED) e na fazenda
Experimental Professor Hélio Barbosa da
EV-UFMG.

Utilizados

4.3 Animais no

Experimento
Foram utilizados: camundongos da raca

Swiss, de ambos 0s sexos, pesando entre 17
e 22¢, mantidos no Biotério da EV-UFMG;
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coelhas da raca Nova Zelandia, pesando
entre 1,5 e 2,5 kg, mantidos no Biotério da
EV-UFMG; ovelha, entre 4 e 8 meses de
idade, mantida na fazenda Experimental
Professor Hélio Barbosa da EV-UFMG
(Comissio de FEtica no Uso de
Animais/CEUA — 106/2012).

4.4 Meios de Cultura

Durante este trabalho foram utilizados os
seguintes meios de cultura: caldos Brain and
Heart Infusion-BHlI, tioglicolato e sabouraud
(Difco Laboratories, Detroid, EUA) e meio
de producéo de toxina-MPT (Azevedo et al.,
1998).

45 Producdo da Toxina Epsilon de
Clostridium perfringens Tipo D

4.5.1 Cultivo da amostra

Foi utilizada a estirpe de C. perfringens tipo
D (Uzal et al., 1997), pertencente a
bacterioteca do Laboratério de Anaerdbios
da EV-UFMG, mantida liofilizada. Apos a
reconstituicdo com meio de cultura BHI,
foram inoculados 100 pL da amostra em 10
mL de caldo tioglicolato (v/v); a incubacgéo
foi realizada a 37°C, em jarra de anaerobiose
contendo mistura gasosa (80% N2; 10%
CO2; e 10% H2), por 24 horas. Apos esse
periodo, a amostra foi avaliada quanto a
pureza pela coloragdo de Gram.

4.5.2 Producéo e purificacéo da toxina
épsilon

Para a produgdo da toxina épsilon (¢) de C.
perfringens tipo D, foi utilizado um
biorreator de bancada (BioFlo 110, New
Brunscwick Scientifc C.0., UK) com
volume da dorna de 5,0L (Figura 7). O
biorreator é provido de uma turbina do tipo
pitched-blade, dispondo de controle de
velocidade de agitacdo e fornecimento de
gas nitrogénio, permitindo manter uma
atmosfera anaerobia durante o ensaio. O
aparelho possui um sistema automatico de
controle de temperatura e pH, além de
permitir a coleta de aliquotas para a
determinagdo da concentragéo celular, a qual
foi quantificada através da medida de
densidade Gtica (DO), em
espectrofotdmetro, lida a 600 nm, a cada
hora. O meio utilizado para a produgdo desta
toxina foi o MPT, suplementado com 0,05%
de cisteina (p/v). O pré-in6culo foi
transferido na proporgédo de 10% (v/v) do
volume da dorna. A fermentacdo foi mantida
até que a DO indicasse duas medidas
consecutivas de declinio da curva de
crescimento bacteriano. Ap6s a fermentacéo,
as culturas foram centrifugadas a 16000 x g
(Sorval, USA), por 30 minutos a 4°C. O
sobrenadante foi removido e concentrado a
1/10 do volume inicial, a 4 °C, pelo sistema
de filtracdo em Amicon (Amicon, Beverly,
EUA), usando membrana de retencdo de 10
kDa (Amicon, Beverly, EUA), para a
retencdo da toxina &. Os filtrados foram
purificados por cromatografia de troca
ibnica (DEAE-Sepharose CL6B) conforme
metodologia descrita por Parreiras et al.
(2002), e fracionados em tubos do tipo
eppendorf e mantidos a -80 °C até o
momento do uso.
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Figura 7 — Foto do biorreator BioFlo 110 utilizado no cultivo de Clostridium perfringens tipo D. 1.
In6culo; 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.

4.5.3 Titulacéo, tipificacdo e dosagem
da toxina épsilon

O sobrenadante filtrado foi ativado com
solucdo de tripsina 1% (p/v), segundo
metodologia descrita por Sebald e Petit
(1997), durante 30 minutos em banho-maria
a 37°C. ApGs este periodo, a amostra foi
colocada em banho de gelo e diluicBes
duplas foram feitas em salina peptonada a
1% (p/v) para a determinacdo da dose
minima mortal - DMM (menor quantidade
de toxina que mata 100% dos camundongos
inoculados). Para cada diluigdo, foram
inoculados dois camundongos pesando entre
17 e 22 gramas, com 0,2 ml por via
endovenosa e 0s animais foram observados
por 72 horas. Cada titulagdo foi repetida
uma vez e os resultados dos dois testes
foram acumulados para efeito do calculo da
DMM (Sebald e Petit, 1997). Para a
tipificagdo da toxina, foi realizado o método
de soroneutralizacdo em camundongos de
acordo com metodologia preconizada por
Sterne e Batty (1975). Dez DMM/mI da
toxina ativada foram incubadas com igual
parte de antitoxina & padrio (NIBSC,

Webridge, UK), contendo 1 Ul/ml, por 30
minutos, a  temperatura  ambiente.
Posteriormente, dois camundongos pesando
entre 17 e 22 gramas foram inoculados por
via endovenosa com 0,2 ml da mistura, e
observados por 72 horas. Como controle
positivo, dois  camundongos  foram
inoculados com a toxina ativada incubada
com salina peptonada 1% (p/v). A dosagem
de proteina das toxinas presentes no filtrado
do sobrenadante do cultivo bacteriano foi
realizada  utilizando 0o  equipamento
NanoVue Spectrophotometer (GE
Healthcare, EUA), empregando 2 pl da
amostra; ja a toxina purificada foi dosada
pelo métodos de Lowry et al. (1951) e de
coeficiente de extingdo descrito por
Worthington et al. (1973). Em seguida, a
toxina purificada foi ajustada para 2,0
mg/ml, fracionada em tubos do tipo
eppendorf e mantida a -80°C.

4.6 Producio do Toxdide Epsilon de
Clostridium perfringens tipo D

4.6.1 Inativagéo da toxina
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A toxina ¢ foi submetida a inativacao através
da adi¢do de formalina a 40% (v/v) para
concentracdo final de 0,5% (v/v), sob
agitacdo, em temperatura  ambiente.
Aliquotas da mistura foram coletadas e
inoculadas em dois camundongos em
intervalos de 24 horas, até total inativacdo
(Lobato et al.,2010).

4.6.2 Adicao de hidroxido de aluminio
AI(OH);

Foi acrescentado ao toxoide &, gel de
hidroxido de aluminio AI(OH); para uma
concentragdo final de 2,83% de Oxido de
aluminio (Al,O3) livre, sob agitagdo, a
temperatura ambiente durante 24 horas
(Fernelius et al., 1972).

4.6.3 Teste de esterilidade

A esterilidade foi verificada pela inoculagdo
de 0,5 ml do toxdide em quatro tubos
contendo 20 ml de caldo tioglicolato e em
guatro tubos contendo 20 ml de caldo
sabouraud. Metade dos tubos com indculos
em caldo tioglicolato foi incubada em
anaerobiose; os 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 leituras diarias (Brasil, 2002).

4.6.4 Teste de inocuidade

Dois camundongos foram inoculados com o
toxdide adsorvido em Al(OH)3, com o dobro
da dose teste em coelhos, por via
subcutdnea. Os  camundongos  foram
observados por sete dias para evidenciar
possiveis reagdes locais e sistémicas
consideradas anormais (European
Pharmacopoeia, 1998).

4.7 Produgdao do Soro Hiperimune
Anti-Epsilon de Clostridium
perfringens tipo D

4.7.1 Imunizagdes e obtencéo dos soros

Foram utilizadas trés coelhas, sendo
realizadas cinco inoculag¢fes subcutaneas de
1 ml contendo 100 pg do toxdide & com
hidroxido de aluminio. As aplicagbes foram
feitas nos dias 0, 28, 49, 70 e 91, sendo a
sangria total realizada no dia 105, apds
eutanasia dos animais (Pires, 2011).
Também foi utilizada uma ovelha, sendo
realizadas quatro inoculagdes subcutaneas
de 2 ml contendo 300 g do toxoide. As
aplicagdes foram feitas nos dias 0, 21, 42 e
63, e a sangria realizada no dia 73 (Parreiras,
2001), por pungéo da veia jugular. O sangue
obtido nas sangrias foi mantido em
temperatura ambiente, por duas horas, para
coagulacdo (Tabela 3). Para a retracdo do
coagulo, os mesmos foram mantidos entre 2
e 8 °C durante a noite. Apds este periodo,
foram centrifugados a 1.500 x g durante 20
minutos, os soros foram separados e
mantidos a -20 °C até sua utilizag&o.

Tabela 3 — Protocolo de Imunizagdo dos coelhos e ovino com o toxoide épsilon de Clostridium

perfringens tipo D.

Coelhos Ovino

Imunizacdo Dia Dose Imunizacdo Dia Dose
(massa / volume) (massa / volume)

12 0 100 pg /1 ml 12 0 300 pg /2 ml
22 28 100 pg/ 1 ml 22 21 300 pg /2 ml
32 49 100 pg/ 1 ml 32 42 300 pg /2 ml
42 70 100 pg/ 1 ml 42 63 300 pg /2 ml
52 91 100 ug /1 ml - - -

Sangria 105 - Sangria 73 -
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4.7.2 Titulacéo dos soros

Os soros obtidos foram titulados através de
ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay) indireto seguindo o0 protocolo
descrito a seguir. Microplacas de ELISA
NUNC Maxisorp (Becton Dickinson France
S. A) de 96 wells foram sensibilizadas
durante a noite, a 5 °C, com 100 pl/well de
solugdo contendo 2 pg/ml da toxina ¢
recombinante previamente obtida (Souza et
al., 2010) e dosada pelo método de Bradford
(1976), diluida em tampdo bicarbonato de
sodio 0,02 M, pH 9,6. Apds este periodo, a
placa foi lavada trés vezes com solucéo de
lavagem (0,05%  Tween-salina-SL) e
bloqgueada com a solucdo de bloqueio
contendo caseina a 2% (p/v) em tampao
fosfato 0,05 M, 0,015M NaCl, pH 7.4, por
uma hora. A placa foi novamente lavada, os
soros a serem testados foram diluidos em
tampdo de incubagdo (PBS, 0,25% de
caseina, 0,05% tween 20), em duplicata, e a
placa foi incubada em estufa a 37 °C, por 1
hora. Em seguida, foram adicionados o0s
anticorpos secundarios respectivos,
conjugados com a enzima peroxidase
(Sigma), na diluicdo indicada pelo
fabricante. A ligagdo do anticorpo
secundario foi inferida pela atividade
enzimatica, utilizando-se
ortofenilenodiamino (OPD) como substrato
(0,33 mg/ml em tampdo citrato pH 5,2 na
presenca de 0,04% de perdxido de
hidrogénio). Ap6s 15 minutos de incubag&o,
a reagdo foi interrompida pela adi¢do de 20
pl de acido sulfurico diluido 1:20. As
leituras da absorbéancia foram feitas a 492nm
em um leitor de ELISA (BIO-RAD 680). A
titulacdo dos soros foi repetida uma vez.

4.8 Mapeamento dos Epitopos da
Toxina Epsilon de  Clostridium
perfringens tipo D

48.1 Sintese de
membrana de celulose

peptideos em

A sintese paralela de peptideos sobre
membrana de celulose foi realizada através
da técnica de Spot (Frank, 1992). Foram
sintetizados peptideos de 15 aminoécidos em
sobreposicdo, alterando os trés residuos
iniciais, cobrindo toda a estrutura primaria
da toxina . Utilizou-se um protocolo de
sintese anteriormente descrito (Laune et al.,
2002), porém com o auxilio de um
sintetizador automatico
(ResPepSL/Automatic  Spot  Synthesizer,
Intavis GmbH, Koln, Alemanha) (Figura 8).
As membranas de celulose também foram
obtidas da Intavis. Os amino&cidos-FMOC
(fluorenil-metil-oxicarbonila), contendo
grupamentos FMOC acoplados a sua funcao
amina e grupos protetores em suas cadeias
laterais, foram obtidos da Novabiochem. Os
peptideos foram montados utilizando a
guimica FMOC em uma membrana de
celulose, obtendo-se aproximadamente 50
nanomoles de peptideo por ponto na
membrana (Frank, 1992).

O residuo C-terminal de cada peptideo foi
acoplado a cada ponto da membrana. Em
seguida, adicionou-se 4-metilpiperidina a
25% em dimetilformamida (DMF) para
retirar 0 grupamento protetor FMOC,
acoplado a fungdo amina do aminoécido,
permitindo que o préximo aminoéacido fosse
acoplado. Os aminoéacidos a serem
acoplados foram ativados pela mistura
DIPC/Oxyma em DMF
(diisopropilcarbodiimida/hidroxibenzotriazo
I, Novabiochem, Darmstadt, Alemanha)
anteriormente ao seu depdsito na membrana;
estes ativadores propiciam um rendimento
de ligacdo variando de 74-87% por ciclo.
Foram realizados dois ciclos de acoplamento
para cada aminoécido. Para evitar reacles
colaterais e acoplamentos de aminoacidos de
forma errbnea, as funcBes NH, que,
porventura, permaneceram livres apds o
acoplamento foram acetiladas com anidrido
acético 10% em DMF. O grupo FMOC do
aminoécido recém-acoplado foi retirado em
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meio basico pela 4-metilpiperidina a 25%,
possibilitando a adicdo do préximo
aminoacido. Os ciclos se repetiram desta
forma até a sintese total dos peptideos. Ao
final da sintese, os grupos protetores de

cadeias laterais foram removidos por
tratamento com 4cido trifluoracético (TFA)
a 95%, tri-isopropilsilano (TIPS) a 2,5% e
agua deionizada (2,5%), engquanto a ligacéo
dos peptideos com a membrana foi mantida.

Figura 8 — Foto do sintetizador automatico

sPep Automatic Spot Synthesizer, da Intavis, utilizado para

a sintese de peptideos em membrana de celulose e para a sintese solGvel de peptideos.
Fonte: arquivo do Laboratério de Imunoquimica de Proteinas do ICB-UFMG.

4.8.2 Ensaios imunoquimicos

Para a realizacdo de estudos acerca da
ligacdo dos anticorpos aos peptideos e
mapeamento dos epitopos da toxina g, a
membrana de celulose foi lavada em tampéo
Tris (TBS), trés vezes, durante 10 minutos, e
incubada durante a noite, sob agitacdo, em
solucéo de blogueio contendo soroalbumina
bovina (BSA) a 3% (ID Bio, Franca) e
sacarose 5% (Dindmica, Sao Paulo, Brasil)
em TBS 0,1%. Apo6s o blogueio, a
membrana foi lavada com o tampdo TBS-
Tween 0,1% e incubada sob agitacdo, por 2
horas com o soro hiperimune em teste
diluido na solucéo de blogueio. As dilui¢cGes
dos soros de coelho e ovino utilizadas foram
aquelas para as quais as médias das leituras
no ELISA indireto foram proximas de 1,0.
Apoés a incubacdo, a membrana foi lavada

com TBS-TWpen 0,01% por 10 minutos
(Machado de Avila et al., 2004).

A ligacdo dos anticorpos presentes no soro
com os peptideos foi detectada por meio da
incubacdo da membrana com conjugado
anti-lIgG de coelho ou ovino, com fosfatase
alcalina, na diluigdo indicada pelo fabricante
(Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA), por uma
hora, sob agitacdo. Apos duas lavagens em
TBS, Tween-20 0,05%, e outras duas
lavagens em CBS pH 7 (8 g de NaCl; 0,2 ¢
de KClI; 2,1 g de &cido citrico monoidratado;
agua g.s.p 1 L), por 10 minutos cada, a
temperatura ambiente, foi adicionado
substrato contendo MTT (Bromidio de 3-(4-
5 dimetiltiazol-2-il)-2,5 difenil tetrazolium),
BCIP (5-bromo-4-cloro-3-indolil fosfato) e
MgCl, (Sigma). Vinte minutos depois, a
reacdo foi paralisada com agua destilada.
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O protocolo acima descrito foi repetido duas
vezes para cada soro teste. Ou seja, foram
realizados trés ensaios imunogquimicos
utilizando-se o soro anti-¢ de coelho e outros
trés ensaios utilizando-se o soro anti-g
ovino.

Além dos soros hiperimunes, foram tambem
realizados ensaios com 0S soros pré-imunes,
para verificar se anticorpos que ndo fossem
anti-e reagiam de forma cruzada com os
peptideos sintetizados na membrana de
celulose. Por ultimo, para evidenciacdo de
possiveis reagdes inespecificas entre 0s
conjugados anti-lgG-fosfatase de coelho e
de ovino, o0s peptideos sintetizados e a
membrana, ensaios imunoquimicos foram
realizados conforme o acima descrito, com
excecdo da etapa de adicdo dos soros-teste.
Estes testes foram repetidos uma vez.

4.8.3 Analise da reatividade dos spots

Os spots foram detectados pelo método de
colorimetria direta, quando trés avaliadores
guantificaram visualmente as intensidades
das coloracBes dos spots e classificaram as
mesmas em uma escala de 0 a 5. A partir
dessas quantificagbes, as intensidades de
coloracdo médias foram estabelecidas.

4.8.4 Regeneracdo da membrana

Ap6s a realizagdo de um ensaio
imunoquimico, a membrana era submetida a
um tratamento de regeneracdo. Efetuavam-
se trés lavagens de 10 minutos cada com
DMF; trés lavagens de 10 minutos cada com
reagente A (uréia 8M, 1% de SDS, 0,1% de
2-mercaptoetanol); e trés lavagens de 10
minutos cada com reagente B (etanol, agua,
acido acético nas proporcoes 50:40:10
v/vlv). Este procedimento possibilita que a
mesma membrana seja utilizada de 30 a 40
vezes para testes com anticorpos policlonais
e até 70 vezes com anticorpos monoclonais
(Frank, 1992).

4.8.5 Selecéo dos epitopos

Com base nos resultados dos ensaios
imunoquimicos realizados, nas anélises das
reatividades dos spots e em dados da
literatura, foi feita a selecdo de seis
provaveis epitopos imunodominantes para a
sintese soltvel e producdo dos imundgenos.

4.9 Sintese Solavel dos Epitopos
Selecionados

Os epitopos selecionados foram sintetizados
pelo método desenvolvido por Merrifield,
1969, com a particularidade da utilizacdo de
um sintetizador automatico
(ResPepSL/Automatic  Spot  Synthesizer,
Intavis GmbH, Koln, Alemanha) (Gausepohl
et al., 1992) (Figura 8). O método consiste
em fixar o aminoacido C-terminal do
peptideo sobre um suporte sélido insoltvel,
uma resina, e depois alongar a cadeia
peptidica por adigdes sucessivas de residuos.
Os aminoacidos utilizados sdo protegidos
pelo grupamento FMOC em sua fungdo
amina, bem como sdo protegidos em sua
cadeia lateral para evitar  reacOes
indesejadas. Foi utilizada a resina Rink
Amide (Sigma), protegida por grupos
FMOC, como suporte sélido.

O tubo de sintese contendo a resina foi
lavado trés vezes com 1 ml de DMF e em
seguida foi adicionada 4-metilpiperidina a
25%, deixando sob agitacdo por 20 minutos
para eliminar os grupos FMOC da resina.
Apb6s trés novas lavagens com DMF,
iniciou-se 0 acoplamento: o primeiro
aminoacido (40 pM) foi adicionado
juntamente com os ativadores da funcéo
carboxila, Oxyma (100 uM) e DIPC (100
1M), e deixado sob agitacdo por 30 minutos.
Apb6s o acoplamento, trés novas lavagens
com DMF foram realizadas; e foi iniciada a
etapa de desprotecdo, na qual o grupamento
FMOC do aminoécido acoplado é removido
pela 4-metilpiperidina a 25%, por 20
minutos.  Posteriormente,  trés  novas
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lavagens com DMF sdo realizadas, e o
protocolo de acoplagem do segundo
aminoacido é reiniciado. Este ciclo de
desprotecdo/acoplagem foi realizado até que
todos os aminoacidos do peptideo em sintese
fossem acoplados.

Apos o acoplamento do ultimo aminocido,
0 peptideo foi removido da resina por uma
etapa de clivagem. Nessa etapa também
foram eliminados os grupamentos protetores
das cadeias laterais. Para isto, o peptideo foi
incubado por trés horas com uma solucéo de
clivagem contendo 25% de EDT
(etanoditiol - Fluka), 2,5% de agua destilada,
2,5% de TES (trietilsilano - Fluka) em TFA.
Em seguida, essa solucdo foi filtrada e
precipitada com éter etilico resfriado,
obtendo-se o peptideo. Finalmente, o éter é
eliminado apo6s trés ciclos de 20 minutos de
centrifugacdo a 2000 g, o peptideo é
ressuspendido em agua mili-q e liofilizado.
Os procedimentos descritos acima foram
repetidos para a sintese de cada epitopo
anteriormente selecionado.

4.10 Espectrometria de Massa

As analises por espectrometria de massa
foram realizadas utilizando o equipamento
Autoflex-111 MALDI-TOF/TOF™ (Bruker
Daltonics) no modo refletor/positivo
controlado pelo software FlexControl™. A
calibragdo foi feita utilizando o Peptide
Calibration Standard 1l (Bruker Daltonics)
como referéncia e o acido a-ciano-4-
hidroxicindmico como matriz. Um ul da
mistura contendo a amostra a ser analisada e
a matriz, na proporcdo de 1:1, foi depositada
numa placa MTP AnchorChip™ 400/384
(Bruker Daltonics); apés secagem completa
da gota, a placa foi introduzida no aparelho
para as analises.

4.11 Preparagao dos Imunogenos

4.11.1 Lipossomas

Para o encapsulamento dos peptideos em
lipossomas, foi utilizado o protocolo
desenvolvido por Chavez-Olortegui (1991).
Foram  dissolvidos 674 mg de
fosfatidilcolina de soja (SPC) e 270 mg de
colesterol em cloroférmio. A mistura foi
colocada em baldo de vidro de fundo
redondo, previamente limpo com metanol e
cloroférmio, e contendo pérolas de vidro em
seu interior. O baldo foi ligado a um
rotavapor, a 30 °C, até que o cloroférmio
fosse destilado e um filme lipidico fosse
formado na parede do baldo. Apds a
formagdo do filme, o baldo ainda
permaneceu no rotavapor por mais 60
minutos. O filme foi ressuspendido em 7 ml
de 4gua e homogeneizado com vortex até a
sua dissolucdo completa. O lipossoma em
agua foi transferido para um tubo falcon de
15 ml e sonicado (Vibra-Cell) em banho de
gelo, por 10 minutos, a 31% de poténcia.
Cada peptideo (2,1 mg previamente
dissolvidos em 470 pl de PBS) foi
adicionado a 1 ml do lipossoma formado e a
mistura foi liofilizada (Liobras).

Do total de 2,1 mg de cada peptideo
encapsulados em lipossomas, utilizou-se 0,6
mg, por grupo, durante as imunizagdes.
Imediatamente antes de cada imunizacéo,
cada lipossoma contendo peptideos foi
reidratado. Adicionou-se 540 pl de agua
mili-g, e a mistura foi homogeneizada com
vortex por 1 minuto e deixada em repouso
por 10 minutos em temperatura ambiente, e
repetiu-se este procedimento uma vez.
Posteriormente, adicionou-se 540 pl de PBS,
e procederam-se novamente dois ciclos
compreendendo homogeneizagdo por 1
minuto e repouso por 10 minutos.

4112 Adicdo de hidréxido de
aluminio AI(OH);

Foi acrescentado a cada grupo de peptideos
encapsulados em lipossomas, gel de
hidroxido de aluminio AI(OH); para uma
proporcdo final de 10% de gel de
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Al(OH)3:90% de lipossomas previamente
ressuspendidos. Apds homogeneizagdo, 0S
imundgenos estavam prontos para a
inoculacdo nos animais.

4.12 Protocolo de Imunizacéo

O protocolo de imunizagdo é apresentado na
Tabela 4. Camundongos da raca Swiss, de
ambos 0s sexos, com peso inicial entre 17 e
22 g, foram utilizados. Os grupos foram
compostos por seis animais cada. Os grupos
controle consistiram em: (1) animais
inoculados apenas com o adjuvante
hidroxido de aluminio; e (2) animais
inoculados apenas com lipossomas vazios,
ou seja, sem peptideos em seu interior. Os
demais grupos foram inoculados com os
peptideos sintetizados, encapsulados em
lipossomas e com adi¢do de hidroxido de

aluminio. As doses, por animal, eram
compostas de 25 pg de peptideo, em um
volume de 200 pl. Foram realizadas quatro
inoculacBes no dorso dos animais por via
subcutanea, por grupo, nos dias 0, 10, 20 e
30. Os soros pré-imunes foram coletados
sete dias antes do inicio do protocolo de
imunizacéo.

Sete dias ap0ds a ultima inoculacéo, foi feita
a coleta de sangue dos camundongos. As
amostras foram mantidas em temperatura
ambiente, por duas horas, para coagulacao.
Para a retragdo do codgulo, as mesmas
foram mantidas entre 2 e 8 °C durante a
noite. Apos este periodo, as amostras foram
centrifugadas a 1500 x g durante 20
minutos, os soros foram separados e
mantidos a -20 °C até sua utilizacdo.

Tabela 4 — Protocolo de Imunizagdo dos camundongos com os peptideos sintetizados a partir dos
epitopos da toxina épsilon de Clostridium perfringens tipo D.

Imunizacao Dose Sangria
(massa / volume)

- -7 - Pré-imune
12 0 25 ug /200 pl -

22 10 25 ug /200 pl -

32 20 25 ug / 200 pl -

42 30 25 ug /200 pl -

- 37 - Final

413 Titulagdo dos Soros Anti-
Peptideos

Os soros obtidos foram titulados através do
ELISA competitivo segundo protocolo
modificado de Parreiras, 2001. Os detalhes
desse protocolo ndo serdo aqui descritos por
esta metodologia estar sob processo de
transferéncia de tecnologia conduzido pela
Coordenadoria de Transferéncia e Inovagao
Tecnoldgica (CTIT) da UFMG.

4.14 Anélises Computacionais

As andlises das massas moleculares,
hidropaticidade e ponto isoelétrico (pl) dos
provaveis epitopos foram feitas utilizando
ferramentas  disponibilizadas no portal
Expasy (http://expasy.org/proteomics). Para
as massas moleculares e o pl foi utilizada a
ferramenta “Compute pl/MW” e para a
andlise da hidropaticidade foi utilizado o
algoritmo de Hopp & Woods disponivel em
“ProtParam” (Gasteiger et al., 2005). A
geracdo de imagens da estrutura 3D da
toxina ¢ foi realizada pelo programa “Swiss
PDB Viewer 4.10” (Kaplan e Littlejohn,
2001), também disponivel em
(http://expasy.org/proteomics).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Para a realizacio do mapeamento dos
epitopos da toxina épsilon (¢) de Clostridium
perfringens tipo D, foi necessario,
primeiramente, a obtencdo de soro contendo
anticorpos contra essa toxina. Neste caso,
existem duas opcOes: a utilizagdo de
anticorpos monoclonais (McClain e Cover,
2007) ou de soro contendo anticorpos
policlonais. Anticorpos monoclonais
possuem afinidade monovalente, ou seja,
eles se ligam sempre em um mesmo epitopo
(Ritter e Ladyman, 1995). Portanto, a
utilizagdo de anticorpos monoclonais no
mapeamento desses determinantes
antigénicos geraria, em teoria, apenas um
epitopo reconhecido. Neste trabalho, foram
utilizados soros hiperimunes contendo
anticorpos policlonais, visando a
identificacdo de um maior numero de
epitopos presente em toda a extensdo da
toxina €. Foram, ainda, obtidos soros de duas
espécies animais distintas, coelhos e ovino,
para a pesquisa de possiveis diferencas no
reconhecimento dos determinantes pelos
respectivos anticorpos dessas espécies.
Desta forma, a utilizacdo de soros
hiperimunes contendo anticorpos policlonais
de duas espécies distintas forneceu um perfil
antigénico mais completo e que representa
de forma mais fidedigna a resposta imune
natural contra a toxina ¢ de C. perfringens
tipo D (Atassi e Dolimbek, 2004).

Sendo assim, para a obtencdo dos anticorpos
policlonais, seguiram-se as etapas gerais: (1)
cultivo de C. perfringens tipo D e producéo
da toxina €; (2) purificagdo da toxina ¢; (3)
inativacdo da toxina e obtencdo do toxoide
g; e (4) imunizacdo dos animais e obtencéo
dos soros hiperimunes.

5.1 Producdo da Toxina Epsilon de
Clostridium perfringens Tipo D

511 Cultivo da amostra de
Clostridium perfringens Tipo D

A produgdo da toxina ¢ de C. perfringens
tipo D foi paralisada apds 9 horas de
fermentacdo, quando a segunda medida da
densidade o6tica (DO) indicou queda ou
declinio da curva de crescimento bacteriano.
C. perfringens produz e secreta suas
principais toxinas primordialmente em sua
fase de crescimento exponencial, durante a
gual as medidas da DO aumentam
progressivamente. Por esta razdo, a
fermentacdo deve ser paralisada ap6s o
término da fase de crescimento exponencial,
guando a DO estabiliza e comeca a declinar,
visando obter o maior titulo possivel de
toxinas. Ap6s a fermentacdo, a cultura foi
centrifugada, e o sobrenadante foi
concentrado a 1/10 do volume inicial,
obtendo-se um volume final de 50 ml de
filtrado do sobrenadante contendo a toxina «.

5.1.2 Titulacdo, tipificacdo e dosagem
da toxina épsilon

O filtrado do sobrenadante do cultivo
bacteriano foi titulado segundo metodologia
descrita por Sebald e Petit (1997), obtendo-
se o titulo de toxina de 10.000 DMM/ml.
Este resultado condiz com os de Souza
Junior (2005), o qual produziu a toxina & sob
as mesmas condigdes do presente trabalho, e
obteve titulos de 4.200 DMM/ml em uma
partida e 25.600 DMM/ml em outra.
Gongalves (2004), utilizando condigdes
semelhantes de fermentacdo, tais como meio
de cultivo e tempo de incubacdo, obteve
titulos variando de 500 a 3650 DMM/ml, ou
seja, inferiores aos obtidos no presente
trabalho.

A tipificacdo da toxina produzida foi
realizada pelo método de soroneutralizagdo
em camundongos de acordo com
metodologia preconizada por Sterne e Batty
(1975). A toxina ¢ foi confirmada como o
agente toxico presente no filtrado, visto que
0s camundongos inoculados com o mesmo,
previamente incubado com antitoxina e
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padrdo, sobreviveram; diferentemente
daqueles inoculados apenas com o filtrado e
salina, 0s quais vieram a Gbito.

A dosagem de proteina presente no filtrado
foi feita utilizando o equipamento NanoVue
Spectrophotometer, e a concentracao
encontrada foi de 13,6 mg/ml (Tabela 5).

Tabela 5 — Resultados das dosagens da toxina épsilon de Clostridium perfringens tipo D

Amostra Dosagem (mg/ml) Método Referéncia
Toxina Bruta* 13,6 NanoVue -
Toxina Purificada 10,6 Lowry Lowry et al. (1951)
8,29 Coeficiente de Extin¢éo Worthington et al.
(1973)
Toxina 1,77 Bradford Bradford (1976)

Recombinante**

* Toxina Bruta: sobrenadante filtrado do cultivo de Clostridium perfringens tipo D;
** Toxina Recombinante: obtida por Souza et al., (2010).

5.1.3 Purificacdo da toxina éepsilon de
Clostridium perfringens tipo D

Os sobrenadantes do cultivo de C.
perfringens tipo D, mesmo depois de
filtrados, contém ndo apenas a toxina &, mas
também  outras  toxinas  secundérias
produzidas pelo agente e até mesmo
proteinas sem atividade tdxica provenientes
do metabolismo bacteriano. Desta forma,
para a producdo de um imundgeno de boa
qualidade, se faz necessaria a purificacdo
dos filtrados. Deste modo, neste trabalho, os
filtrados do cultivo bacteriano foram
purificados por cromatografia de troca
ibnica, conforme metodologia descrita por
Parreiras et al. (2002). Essa metodologia
diferencia-se da utilizada por Uzal et al.
(1997) por necessitar de apenas uma coluna
de DEAE-Sepharose CL-6B, ao invés de
duas colunas. Sendo assim, o protocolo
utilizado neste trabalho propiciou a
purificagdo da toxina ¢ de forma mais
simples e répida quando comparado ao
protocolo empregado por Uzal et al. (1997).

Apoés a purificagdo, a toxina ¢ foi dosada
pelos métodos de Lowry et al. (1951) e
coeficiente de extingdo, descrito por
Worthington et al. (1973), e as
concentracdes de proteina obtidas foram de
10,6 mg/ml e 8,29 mg/ml, respectivamente
(Tabela 5). A diferenca de 2,31 mg/ml

observada entre o0s resultados ocorreu,
provavelmente, devido as caracteristicas
intrinsecas de cada metodologia, sendo que
0 método de Lowry é mais sensivel. As
dosagens por ambas as técnicas foram
realizadas  concomitantemente e uma
possivel queda na concentracdo da toxina
devido ao manuseio e/ou armazenamento
estd descartada. Desta maneira, a média
entre as dosagens foi calculada, resultando
em uma concentracdo de 9,44 mg/ml, valor
este considerado para a realizacdo dos
procedimentos subsequentes.

5.2 Producdo do Toxdide Epsilon de
Clostridium perfringens tipo D

Para producdo do toxdide, a toxina €
purificada foi submetida a inativacéo atraves
da adicdo de formalina (Lobato et al.,2010),
que se estendeu por 48 horas. Apds a total
inativacdo, ao toxodide ¢ foi adicionado o
hidréxido de aluminio AI(OH); (Fernelius et
al., 1972). A utilizacdo deste adjuvante se
deve a sua ampla utilizacdo em medicina
humana e veterinaria, tanto para fins de
pesquisa, quanto nas vacinas comerciais,
inclusive aquelas contra as doencas
clostridiais. O mesmo é dotado de bom
poder de estimulo a resposta imune humoral,
sem causar grandes reacOes adversas locais
ou sistémicas (Moyle e Toth, 2008).
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Durante o teste de esterilidade (Brasil,
2002), ndo foi verificado crescimento de
nenhum  micro-organismo  nos  Meios
inoculados com o toxodide produzido. No
teste de inocuidade (European
Pharmacopoeia, 1998), os camundongos
inoculados com o toxdide, por via
subcutanea, com o dobro da dose teste em
coelhos, nd@o apresentaram sinais de
toxicidade ou reagdes locais e sistémicas
adversas durante os sete dias de observacao.

5.3 Producdo do Soro Hiperimune
Anti-Epsilon de Clostridium
perfringens tipo D

5.3.1 Imunizagdes

A producdo do soro hiperimune anti-¢ foi
realizada pela imunizacdo de trés coelhas e
uma ovelha. O objetivo disto era que,
durante o mapeamento, mais epitopos
fossem reconhecidos nos ensaios
imunoquimicos, ja que ha a possibilidade de
gue diferentes espécies animais, ao entrarem
em contato com a toxina g, produzam
anticorpos contra diferentes porcdes da
mesma. A escolha de coelhas para este fim
se deveu ao facil manejo desses animais,
pela sua ampla utilizacdo na producéo de
soro hiperimune, bem como em outros
procedimentos em pesquisa. Ja a escolha de
também produzir soro em ovino se deve ao
fato desta ser a principal espécie acometida
pela doenca produzida pela toxina € de C.
perfringens tipo D; sendo assim, seria
interessante verificar 0S epitopos
reconhecidos pelos anticorpos anti-g ovinos.
Em cada espécie, foram feitas quatro
inoculagfes com o objetivo de obter altos
titulos de imunoglobulinas, 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).

5.3.2 Titulacéo dos soros

A titulacdo dos soros hiperimunes obtidos
foi feita por ELISA indireto. A execugédo
deste ensaio enzimatico foi importante, pois
cumpriu com dois objetivos principais
distintos: (1) avaliar a resposta imunoldgica
humoral dos animais inoculados com o
toxdide ¢  comparando-a ao  status
imunolégico dos mesmos anteriormente as
imunizag0es; e (2) estipular as diluigdes dos
Soros hiperimunes que foram,
posteriormente, utilizadas durante os ensaios
imunoquimicos objetivando o mapeamento
dos determinantes antigénicos da toxina «.

Para a titulagdo dos soros hiperimunes
obtidos, a sensibilizacdo das microplacas de
ELISA foi realizada com a toxina ¢
recombinante obtida por Souza et al. (2010),
padronizada por estes autores para 2 pg/ml e
armazenada a -80 °C. Porém, estd bem
documentado que as toxinas produzidas por
C. perfringens podem perder viabilidade
durante sua estocagem por médios e longos
periodos, mesmo quando armazenadas
congeladas (Sakurai e Duncan, 1978; Uzal et
al., 2003; Uzal, 2004; Souza Janior, 2005;
Uzal e Songer, 2008; Rioseco et al., 2012).
Desta forma, para verificar a real
concentracdo da toxina recombinante, e
assegurar a sensibilidade e a confiabilidade
dos ensaios enzimaticos e imunoquimicos
subsequentes propostos, foi realizada a
dosagem de proteina segundo a metodologia
de Bradford (1976). O resultado encontrado
foi de 1,77 pg/ml (Tabela 5); como
esperado, estava abaixo daquela
concentracdo de 2 pg/ml, estipulada quando
a toxina foi armazenada. Portanto, houve um
decréscimo de 0,23 pg/ml, o que infere uma
desnaturacdo ou queda da viabilidade de
11,5% da toxina £ em cerca de dois anos de
armazenamento a -80 °C.

Os resultados da titulacdo dos soros
hiperimunes anti-¢ de coelho e ovino frente
ao toxdide e, pelo ELISA indireto, sdo
apresentados na Figura 9.
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Figura 9 - Resultados da titulacdo dos soros hiperimunes anti-épsilon de coelho e ovino por ELISA
indireto. A. Gréfico de linha da titulagdo dos soros anti-épsilon. B. Grafico de dispersdo da titulagdo dos

soros anti-épsilon.

As leituras dos titulos de anticorpos do soro
hiperimune de coelho variaram de 1,52 a
0,56 para as dilui¢bes de 1:50 a 1:6400; ja
para 0 soro ovino, as leituras variaram de
1,61 a 0,997 para as mesmas diluicGes.
Observa-se também que ndo foram
detectados titulos de imunoglobulinas nos
soros pré-imunes de coelho e ovino. A partir
destes resultados, conclui-se que o toxoide
produzido foi capaz de induzir bons titulos
de anticorpos contra a toxina & de C.
perfringens tipo D tanto no ovino, quanto
nos coelhos imunizados. Percebe-se,
também, que os titulos de anticorpos
alcancaram niveis maiores no soro ovino.
Isto poderia ter ocorrido caso 0 ovino
utilizado nas inoculagbes tivesse sido
vacinado  anteriormente com  vacina
comercial contra as doencas clostridiais,

procedimento comum nas criagdes destes
animais. Entretanto, o animal utilizado no
presente estudo tinha de 4 a 8 meses de
idade e ndo possuia historico de vacinagdo
algum. Além disto, seu soro pré-imune ndo
apresentou titulos de anticorpos anti-g,
descartando, desta maneira, a hipotese de
prévia vacinagdo ou de aquisi¢do natural de
imunoglobulinas anti-g, como descrito por
outros autores (Thomson e Batty, 1953;
Griner, 1961, citados por Veschi et al,
2008). Pode-se explicar 0 evento em questao
pela constatacédo das diferentes
concentragbes do toxoide utilizadas na
imunizagdo dos animais. Os coelhos foram
inoculados com o toxdide & em uma
concentragdo de 100 pg/ml; ja o ovino foi
inoculado com o tox6ide em uma
concentragdo de 150 upg/ml.  Por
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conseguinte, o animal imunizado com
maiores concentra¢fes do imundgeno deve,
teoricamente, produzir mais anticorpos
contra 0 mesmo.

5.4 Mapeamento dos Epitopos da
Toxina Epsilon de  Clostridium
perfringens tipo D

5.4.1 Sintese de
membrana de celulose

peptideos em

Para a realizacdo do mapeamento dos
epitopos da toxina e, foram sintetizados
peptideos de 15 aminoécidos sobrepostos em
membrana de celulose (Figura 10). Os
peptideos sintetizados e suas respectivas
sequéncias de aminoacidos estdo listados na
Tabela 6. No total, foram sintetizados 130
peptideos cobrindo toda a estrutura primaria
da toxina €.

Figura 10 — Membrana de celulose contendo 130 peptideos sintetizados, cobrindo toda a estrutura
primaria da toxina épsilon de Clostridium perfringens tipo D.

Os peptideos do numero 107 ao 130 ndo
fazem parte da estrutura primaria original da
toxina € de C. perfringens tipo D. Eles sdo
derivados de peptideos que fazem parte da
estrutura original da toxina, porém aos quais
foram feitas alteracbes de um ou dois
aminoacidos (Tabela 7). Essas alteraces
foram realizadas com o objetivo de avaliar a
importancia de certos aminoécidos para a
antigenicidade  de alguns  peptideos
candidatos a  serem  determinantes
antigénicos. Em outras palavras, foi
verificada se a retirada, ou a incluséo, de
certos aminoacidos reduzia, ou aumentava, o
reconhecimento  dos  epitopos  pelos
anticorpos durante 0s ensaios
imunoquimicos.

5.4.2 Ensaios imunoquimicos

A ligagéo dos anticorpos presentes nos soros
com 0s peptideos sintetizados na membrana
de celulose foi detectada por meio de uma
série de ensaios imunoquimicos. Esses
ensaios visam estudar e mensurar as
interacbes proteina-peptideo, ou melhor,
anticorpo-peptideo, caracterizando, entéo, 0s
epitopos existentes (Katz et al., 2011).
Ambos o0s soros contendo anticorpos anti-g
de coelho e ovino foram capazes de se ligar
a alguns peptideos e detectar determinantes
antigénicos da toxina ¢ (Figura 11).
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Tabela 6 — Lista dos peptideos sintetizados em membrana de celulose, cobrindo toda a estrutura primaria
da toxina épsilon de Clostridium perfringens tipo D.

1- MKKNLVKSLATIASAV 45- KSQSFTSKNTDTVTA 89— DGTININGKGNYSAV
2- NLVKSLAIASAVISI 46— SFTSKNTDTVTATTT 90- ININGKGNYSAVMGD
3- KSLAIASAVISIYSI 47- SKNTDTVTATTTHTV 91- NGKGNYSAVMGDELI
4- ATASAVISIYSIVNI 48— TDTVTATTTHTVGTS 92- GNYSAVMGDELIVKV
5- SAVISIYSIVNIVSP 49- VTATTTHTVGTSIQA 93- SAVMGDELIVKVRNL
6— ISIYSIVNIVSPTNV 50- TTTHTVGTSIQATAK 94- MGDELIVKVRNLNTN
7- YSIVNIVSPTNVIAK 51- HTVGTSIQATAKFTV 95- ELIVKVRNLNTNNVQ
8- VNIVSPTNVIAKEIS 52- GTSIQATAKFTVPEN 96— VKVRNLNTNNVQEYV
9- VSPTNVIAKEISNTV 53- IQATAKFTVPENETG 97- RNLNTNNVQEYVIPV
10- TNVIAKEISNTVSNE 54- TAKFTVPFNETGVSL 98- NTNNVQEYVIPVDKK
11- TAKEISNTVSNEMSK 55— FTVPENETGVSLTTS 99- NVQEYVIPVDKKEKS
12- EISNTVSNEMSKKAS 56- PFNETGVSLTTSYSF 100- EYVIPVDKKEKSNDS
13- NTVSNEMSKKASYDN 57- ETGVSLTTSYSFANT 101- IPVDKKEKSNDSNIV
14- SNEMSKKASYDNVDT 58- VSLTTSYSFANTNTN 102- DKKEKSNDSNIVKYR
15- MSKKASYDNVDTLIE 59- TTSYSFANTNTNTNS 103- EKSNDSNIVKYRSLS
16- KASYDNVDTLIEKGR 60— YSFANTNTNTNSKEI 104- NDSNIVKYRSLSIKA
17- YDNVDTLIEKGRYNT 61- ANTNTNTNSKEITHN 105- NIVKYRSLSIKAPGI
18- VDTLIEKGRYNTKYN 62— NTNTNSKEITHNVPS 106- IVKYRSLSIKAPGIK
19- LIEKGRYNTKYNYLK 63— TNSKEITHNVPSQDI 107- YSFANTNTNTNSKEN
20- KGRYNTKYNYLKRME 64- KEITHNVPSQDILVP 108- ANTNTNTNSKENTHN
21- YNTKYNYLKRMEKYY 65— THNVPSQDILVPANT 109- NTNTNSKENTHNVPS
22— KYNYLKRMEKYYPNA 66— VPSQDILVPANTTVE 110- TNSKENTHNVPSQDI
23- YLKRMEKYYPNAMAY 67— ODILVPANTTVEVIA 111- KENTHNVPSQDILVP
24- RMEKYYPNAMAYFDK 68— LVPANTTVEVIAYLK 112- FPRDGYKFSLSDTVI
25- KYYPNAMAYFDKVTI 69- ANTTVEVIAYLKKVN 113- DGYKFSLSDTVIKSD
26— PNAMAYFDKVTINPQ 70- TVEVIAYLKKVNVKG 114- KFSLSDTVIKSDLNE
27- MAYFDKVTINPQGND 71- VIAYLKKVNVKGNVK 115- LSDTVIKSDLNEDGT
28- FDKVTINPQGNDFYI 72- YLKKVNVKGNVKLVG 116- TVIKSDLNEDGTINI
29- VTINPQGNDFYINNP 73- KVNVKGNVKLVGQVS 117- DKKEKSNDSNIVKYW
30- NPQGNDFYINNPKVE 74— VKGNVKLVGQVSGSE 118- EKSNDSNIVKYWSLY
31- GNDFYINNPKVELDG 75— NVKLVGQVSGSEWGE 119- NDSNIVKYWSLYIKA
32- FYINNPKVELDGEPS 76— LVGQVSGSEWGEIPS 120- NIVKYWSLYIKAPGI
33- NNPKVELDGEPSMNY 77- QVSGSEWGEIPSYLA 121- IVKYWSLYIKAPGIK
34- KVELDGEPSMNYLED 78- GSEWGEIPSYLAFPR 122- EKSNDSNIVKYRSLY
35- LDGEPSMNYLEDVYV 79- WGEIPSYLAFPRDGY 123- NDSNIVKYRSLYIKA
36— EPSMNYLEDVYVGKA 80— IPSYLAFPRDGYKFS 124- NIVKYRSLYIKAPGI
37- MNYLEDVYVGKALLT 81- YLAFPRDGYKFSLSD 125- IVKYRSLYIKAPGIK
38— LEDVYVGKALLTNDT 82— FPRDGYKFSLSDTVN 126—- DKKEKSNDSNIVKYW
39- VYVGKALLTNDTQQE 83— DGYKFSLSDTVNKSD 127- EKSNDSNIVKYWSLS
40- GKALLTNDTQQEQKL 84- KFSLSDTVNKSDLNE 128- NDSNIVKYWSLSIKA
41- LLTNDTQQEQKLKSQ 85— LSDTVNKSDLNEDGT 129- NIVKYWSLSIKAPGI
42- NDTQQEQKLKSQSFT 86— TVNKSDLNEDGTINI 130- IVKYWSLSIKAPGIK
43- QQEQKLKSQSFTSKN 87— KSDLNEDGTININGK

44- QKLKSQSFTSKNTDT 88— LNEDGTININGKGNY
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Tabela 7 — Lista dos peptideos com alteracdo em suas sequéncias de aminoacidos e seus respectivos
peptideos de origem. Em destaque, os aminoacidos alterados.

Peptideo Alterado Peptideo Original
107- YSFANTNTNTNSKE-N 60- YSFANTNTNTNSKE-I
108- ANTNTNTNSKE-N-THN 61- ANTNTNTNSKE-I-THN
109- NTNTNSKE-N-THNVPS 62- NTNTNSKE-I-THNVPS
110- TNSKE-N-THNVPSQDI 63- TNSKE-I-THNVPSQDI
111- KE-N-THNVPSQDILVP 64- KE-I-THNVPSQDILVP
112- FPRDGYKFSLSDTV-I 82- FPRDGYKFSLSDTV-N
113- DGYKFSLSDTV-I-KSD 83- DGYKFSLSDTV-N-KSD
114- KFSLSDTV-I-KSDLNE 84- KFSLSDTV-N-KSDLNE
115- LSDTV-I-KSDLNEDGT 85- LSDTV-N-KSDLNEDGT
116- TV-I-KSDLNEDGTINI 86— TV-N-KSDLNEDGTINI
117- DKKEKSNDSNIVKY-W 102- DKKEKSNDSNIVKY-R
118- EKSNDSNIVKY-W-SL-Y [ 103- EKSNDSNIVKY-R-SL-S
119- NDSNIVKY-W-SL-Y-IKA | 104- NDSNIVKY-R-SL-S-IKA
120- NIVKY-W-SL-Y-IKAPGI | 105- NIVKY-R-SL-S-IKAPGI
121- IVKY-W-SL-Y-IKAPGIK | 106- IVKY-R-SL-S-IKAPGIK
122- EKSNDSNIVKYRSL-Y 103- EKSNDSNIVKYRSL-S
123- NDSNIVKYRSL-Y-IKA 104- NDSNIVKYRSL-S-TIKA
124- NIVKYRSL-Y-IKAPGI 105- NIVKYRSL-S-IKAPGI
125- IVKYRSL-Y-IKAPGIK 106- IVKYRSL-S-IKAPGIK
126- DKKEKSNDSNIVKY-W 102- DKKEKSNDSNIVKY-R
127- EKSNDSNIVKY-W-SLS 103- EKSNDSNIVKY-R-SLS
128- NDSNIVKY-W-SLSIKA 104- NDSNIVKY-R-SLSIKA
129- NIVKY-W-SLSIKAPGI 105- NIVKY-R-SLSTIKAPGI
130- IVKY-W-SLSIKAPGIK 106- IVKY-R-SLSIKAPGIK

SR O RS )

Figura 11 — Fotos das membranas de celulose apds realizacdo dos Ensaios Imunoquimicos. Os spots

reativos, onde houve a deteccdo dos epitopos pelos anticorpos, adquirem coloracdo azulada. A. Ensaio
Imunoquimico realizado com soro hiperimune de coelho. B. Ensaio Imunoquimico realizado com soro
hiperimune de ovino. Em destaque, os spots com reatividade exclusiva frente ao soro ovino.

E possivel observar que o reconhecimento
dos peptideos pelos anticorpos das duas
especies seguiu padrdes bastante
semelhantes. Ou seja, na quase totalidade

das vezes, 0s spots reativos quando testados
frente aos anticorpos de coelho (Figura 11A)
também foram reativos aos anticorpos de
ovino (Figura 11B), com diferencas apenas
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na intensidade das reacdes. Isto gera fortes
indicios de que os peptideos presentes
nesses spots realmente foram reconhecidos
pelas imunoglobulinas anti-e, e que o0s
mesmos possuem capacidade antigénica,
sendo, portanto, epitopos da toxina .

No entanto, os spots em destaque na Figura
11B foram reativos apenas aos anticorpos do
soro ovino. A ocorréncia de peptideos
reconhecidos pelas imunoglobulinas de
apenas uma das espécies é algo totalmente
normal e esperado. H4 muito ja se sabe que
as respostas imunes aos antigenos estdo sob
controle genético, e que, para cada epitopo,
essa resposta estd sob controle genético
separado. Em outras palavras, a resposta
imune contra determinado antigeno depende
da constituicdo genética de cada individuo,
e, desta maneira, pode diferir entre espécies
distintas ou até mesmo entre individuos de
uma mesma espécie (Atassi, 1984; Atassi e
Dolimbek, 2004; Dolimbek et al., 2007).

Durante os ensaios realizados com 0s soros
pré-imunes, ndo foi detectada reatividade de
nenhum spot frente aos anticorpos presentes
nos soros de animais ndo imunizados contra
a toxina €. Este resultado sugere novamente

gue aqueles peptideos reativos nos ensaios
com o0s soros hiperimunes realmente fazem
parte de regides epitdpicas da toxina € de C.
perfringens tipo D.

Os conjugados anti-lgG de coelho e de
ovino foram testados para verificar possiveis
reacOes inespecificas. Pequenas é&reas de
reatividade foram evidenciadas pelos testes
de ambos os conjugados (Figura 12).
Provavelmente, essas reacdes inespecificas
ocorreram entre 0s conjugados e aquelas
areas da membrana de celulose; isto pode
ocorrer se houver algum defeito na
membrana ou caso a mesma tenha sido
alterada em sua estrutura fisica e/ou quimica
durante a sintese dos peptideos. Outra causa
possivel seria uma reacdo inespecifica entre
0s conjugados e a soroalbumina bovina
(BSA) utilizada na etapa de bloqueio da
membrana. E importante observar que caso a
reatividade tivesse ocorrido entre 0s
conjugados e os peptideos ali presentes, toda
a area daqueles spots apresentaria
reatividade, o que ndo ocorreu. Portanto, as
pequenas areas de reatividade inespecifica
ndo influenciaram, em momento algum, na
execucdo, nos resultados ou interpretacdo
dos testes.

A vV vV

Figura 12 — Fotos das membranas de celulose apos realizagdo dos ensaios imunoquimicos para teste dos

conjugados. A. Teste do conjugado anti-IgG de coelho. B. Teste do conjugado anti-lgG de ovino. Setas:

areas com reatividade.

5.4.3 Analise da reatividade dos spots

A Tabela 8 lista todos os spots reativos aos
Ensaios Imunoquimicos realizados. Os spots

contendo peptideos reativos do nimero 7 ao
106 fazem parte da estrutura primaria
original da toxina e, enquanto aqueles do
116 ao 130 contém peptideos com

52



aminoacidos alterados. Estas alteraces néo
resultaram em mudancgas substanciais no
padrdo de ligacdo dos anticorpos aos
peptideos; a retirada ou a insercdo de certos
aminoacidos ndo reduziu ou ampliou
significativamente o reconhecimento pelos
anticorpos anti-e. Deste modo, pode-se

inferir que os aminoacidos modificados
(Tabela 7) ndo sdo essenciais para a
antigenicidade das suas respectivas regides
da toxina €. Com base nestes resultados, as
andlises subsequentes se detiveram aqueles
peptideos que compBem a sequéncia original
da toxina .

Tabela 8 — Lista dos spots positivos nos ensaios imunoquimicos, com a sequéncia de aminoacidos dos

respectivos peptideos e as intensidades de reatividade médias, em escala de 1 a 5.

Spot Sequéncia Intensidade Spot Sequéncia Intensidade
7 | YSIVNIVSPTNVIAK 15 72 | YLKKVNVKGNVKLVG ﬁ
11 TAKEISNTVSNEMSK 1,5 73 | KVNVKGNVKLVGQVS 1,0
16 | KASYDNVDTLIEKGR 1,0 78 | GSEWGEIPSYLAFPR 2,0
17 | YDNVDTLIEKGRYNT 1,5 79 | WGEIPSYLAFPRDGY 1,5
18 | VDTLIEKGRYNTKYN 86 | TVNKSDLNEDGTINI
19 | LIEKGRYNTKYNYLK 87 | KSDLNEDGTININGK
20 | KGRYNTKYNYLKRME 88 | LNEDGTININGKGNY
21 | YNTKYNYLKRMEKYY 93 | SAVMGDELIVKVRNL 2,5
22 | KYNYLKRMEKYYPNA 94 | MGDELIVKVRNLNTN
23 | YLKRMEKYYPNAMAY 95 | ELIVKVRNLNTNNVQ
24 | RMEKYYPNAMAYFDK 96 | VKVRNLNTNNVQEYV
25 | KYYPNAMAYFDKVTI 97 | RNLNTNNVQEYVIPV
26 PNAMAYFDKVTINPQ 15 98 | NTNNVQEYVIPVDKK
37 MNYLEDVYVGKALLT 2,5 102 | DKKEKSNDSNIVKYR
38 | LEDVYVGKALLTNDT 2,5 104 | NDSNIVKYRSLSIKA
40 | GKALLTNDTQQEQKL 105 | NIVKYRSLSIKAPGI
43 | QOEQKLKSQSFTSKN 1,0 106 | IVKYRSLSIKAPGIK
45 | KSQSFTSKNTDTVTA 1,0 116 | TVIKSDLNEDGTINTI
47 | SKNTDTVTATTTHTV 1,0 117 | DKKEKSNDSNIVKYW
50 | TTTHTVGTSIQATAK 1,5 119 | NDSNIVKYWSLYIKA
51 | HTVGTSIQATAKFTV 1,5 120 | NIVKYWSLYIKAPGI
52 | GTSIQATAKFTVPEN 2,0 121 | IVKYWSLYIKAPGIK
68 | LVPANTTVEVIAYLK 1,5 125 | IVKYRSLYIKAPGIK
69 | ANTTVEVIAYLKKVN 2,0 126 | DKKEKSNDSNIVKYW
70 | TVEVIAYLKKVNVKG 3,0 130 | IVKYWSLSIKAPGIK
71 | VIAYLKKVNVKGNVK

Os spots reativos apenas aos anticorpos do
soro ovino (Figura 11B) foram analisados
separadamente para evitar um viés de
informacdo, fazendo com que esses spots

tivessem suas reatividades classificadas
muito abaixo das intensidades reais. Os
resultados estdo na Tabela 9.
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Tabela 9 — Lista dos spots positivos exclusivamente frente ao soro ovino nos ensaios imunoquimicos,
com a sequéncia de aminodcidos dos respectivos peptideos e as intensidades de reatividade médias, em
escalade lab.

Spot Sequéncia Intensidade

28 | FDKVTINPQGNDFYI 2,0

29 | VTINPQGNDFYINNP 2,0

30 | NPQGNDFYINNPKVE 3,0

31 | GNDFYINNPKVELDG
Com base na anélise da reatividade dos spots soros hiperimunes anti-g, 16 regides
e agregando os peptideos adjacentes que epitopicas foram identificadas na toxina € de
foram reconhecidos pelos anticorpos dos C. perfringens tipo D (Tabela 10).

Tabela 10 — Peptideos reativos na toxina épsilon de Clostridium perfringens tipo D, suas respectivas
sequéncias de aminoécidos, numero de aminoécidos massas moleculares, pl* e indice GRAVY**,

de aa Da

B (SIVNIVSPTNVIAK 1617,9 8,59 0,787
IAKEISNTVSNEMSK 15 1650,8 6,14 -0,533
3 KASYDNVDTLIEKGR 45 5459,1 9,26 -1,100

YNTKYNYLKRMEKYY

- PNAMAYFDKVTINPQ

FDKVTINPQGNDFYI 24 2738,0 4,23 -0,771
NNPKVELDG

MNYLEDVYVGKALLT 18 2059,3 4,03 -0,128
NDT

“ GKALLTNDTQQEQKL 15 1686,8 6,07 -1,160

QQEQKLKSQSFTSKN 15 1780,9 9,70 -1,947

B  <SOSFTSKNTDTVTA 15 1614,7 8,59 -0,980

“ SKNTDTVTATTTHTV 15 1576,6 6,46 -0,640

TTTHTVGTSIQATAK 21 22224 8,44 0,014
FTVPFN

LVPANTTVEVIAYLK 30 3181,8 9,83 0,470
KVNVKGNVKLVGQVS

GSEWGEIPSYLAFPR 18 20442 4,14 -0,644
DGY

TVNKSDLNEDGTINI 21 2266,4 4,56 -1,119
NGKGNY

SAVMGDELIVKVRNL 30 3386,9 5,94 -0,233
NTNNVQEYVIPVDKK

DKKEKSNDSNIVKYR 15 1824,0 9,40 -2,120

NDSNIVKYRSLSIKA 19 2103,4 10,00 -0,479
PGIK

* pl: ponto isoelétrico;
** GRAVY (Grand average of hydropathicity): indice de hidropaticidade média.

Durante a resposta imune frente a uma dendriticas, macrofagos e linfocitos B,
proteina estranha ao organismo, as células capturam este antigeno, o internalizam e
apresentadoras de antigenos, como células processam. Esta etapa de processamento é
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realizada pela clivagem do antigeno em
peptideos  por  proteases  vesiculares.
Posteriormente, esses peptideos, agora
chamados de epitopos, se ligam as
moléculas do complexo maior de
histocompatibilidade (MHC) com diferentes
afinidades, e sdo transportados e
apresentados na superficie celular aos
linfocitos T auxiliares. Estes, por sua vez,
irdo guiar a resposta imunoldgica humoral.
Sendo assim, a partir de uma proteina
estranha, varios determinantes sao gerados e
apresentados. Alguns se ligam as moléculas
do MHC com baixa afinidade, e outros com
maior afinidade; estes ultimos sdo chamados
de imunodominantes, e incitam uma maior
producéo de anticorpos (Ramachandra et al.,
2009). De fato, toda superficie acessivel das
proteinas € potencialmente antigénica, e
estas sdo formadas por um mosaico de
epitopos. Isto € essencial para a eficacia da
resposta imune humoral que levard a
neutralizacdo ou destruicdo de certo
antigeno (Revillard et al., 1998).

Os resultados do presente trabalho condizem
com o acima descrito, dado que foram
mapeados, ao todo, 16 provaveis epitopos
abrangendo grande parte da estrutura
priméaria da toxina g, porém com diferentes
escalas de imunodominancia.

Atassi e colaboradores em 1975 e 1984, em
seus estudos das estruturas antigénicas das
proteinas, principalmente a mioglobina,
descreveram uma caracteristica da ligacao
antigeno-anticorpo chamada por eles de
antibody boundary shift. Segundo o0s
autores, anticorpos que se ligam a
determinado epitopo de uma proteina podem
se deslocar perifericamente por alguns
aminoacidos e mesmo assim continuar se
ligando a este epitopo, porém com menor
afinidade. No presente trabalho, padréo
semelhante  de  reconhecimento  dos
peptideos pelos anticorpos pbde ser
observado (Tabelas 8 e 9 e Figura 13).
Alguns determinantes antigénicos possuem
regides centrais onde a afinidade da ligacéo

antigeno-anticorpo (ou peptideo-anticorpo) é
maxima, ha medida que ha um
deslocamento lateral dos anticorpos por
alguns aminoécidos, a ligacdo continua
ocorrendo, porém  com  afinidades
decrescentes até que ndo haja mais interagao
entre as imunoglobulinas e 0s determinantes.

Os epitopos detectados possuem tamanhos e
massas moleculares diversos, variando entre
15 e 45 aminoécidos de comprimento, e
1576,6 e 5459,1 Da, respectivamente. Ja 0
ponto isoelétrico (pl) dos determinantes
variou de 4,03 a 10,00. Machado de Avila
(2011), estudando a predigdo de epitopos de
quatro proteinas por meio de bioinformatica,
observou que 69 dos 76 peptideos
reconhecidos por anticorpos possuia pl
acima de 7. Segundo o autor, o carater
bésico desses peptideos e a presenca de
cargas positivas nos aminoacidos que 0s
compdem facilitaria a formacéo de ligacoes
de hidrogénio e a interacdo com as regides
carregadas negativamente dos anticorpos.
Entretanto, o0s resultados do presente
trabalho ndo se assemelham aos daquele
autor, sendo que oito epitopos mapeados
possuem pl abaixo de 7 e oito acima. Desta
forma, baseado nos resultados deste estudo,
nado se pdde tirar maiores conclus@es sobre a
capacidade dos valores de pl em predizer ou
confirmar a presenca de epitopos na toxina
€.

Pela  observacdo do indice de
hidropaticidade média (GRAVY),
constatou-se  que  0s  determinantes
antigénicos de nimero 1, 10 e 11 sdo os
Unicos classificados como hidrofébicos, e 0s
demais como hidrofilicos. O indice GRAVY
possui certa capacidade de predizer a
localizagdo de certa sequéncia de
aminoacidos em relacdo a proteina de onde é
originada. Deste  modo, peptideos
classificados como hidrofébhicos estdo, em
teoria, albergados no interior ou em regides
pouco expostas da proteina de origem;
enquanto aqueles tidos como hidrofilicos
estdo em regides mais expostas da mesma
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(Kyte e Doolittle, 1982). Com base no
supracitado, 13 dos 16 determinantes
identificados estariam em regifes expostas e
com maior acessibilidade da toxina g, 0 que
facilitaria o0 reconhecimento antigénico
dessas regides pelo sistema imune durante
uma resposta contra a toxina. De fato,
hidrofilicidade e acessibilidade s&o duas
caracteristicas de grande importancia para 0s
determinantes antigénicos, sendo, inclusive,
amplamente utilizadas nos algoritimos de
predicdo de epitopos (Chen et al., 2011).
Entretanto, é importante destacar que o
indice GRAVY calculou a hidropaticidade
das moléculas com base em sua estrutura
priméria; no entanto, no contexto da
proteina, onde ha a presenca de outros
residuos de aminoacidos espacialmente
justapostos, a hidropaticidade das regides
epitopicas pode ser diferente.

A Figura 13 apresenta 0s determinantes
antigénicos que foram reconhecidos, por

meio da visualizacdo dos mesmos na
estrutura 3D da toxina ¢ de C. perfringens
tipo D. No entanto, alguns epitopos, residuos
ou sequéncias de aminoacidos ndo puderam
ser visualizados nas imagens 3D e estdo
listados na Tabela 11. Estas regiGes ndo
estdo presentes na estrutura 3D da toxina €
cristalizada por Cole et al. (2004). Todos 0s
aminoacidos do determinante 1 e os residuos
lle e Ala do determinante 2 fazem parte de
um peptideo sinal da toxina; os 13 demais
residuos do determinante 2 constituem a
regido amino-terminal da protoxina ¢, a qual
estd ausente na toxina ativa (Langroudi et
al., 2012). Provavelmente, por estas razoes,
esses residuos e regides ndo foram
contemplados durante a cristalografia da
proteina. Ja os residuos dos epitopos 14, 15
e 16 ndo aparecem na estrutura 3D da toxina
devido a falta de densidade nitida da regido
durante a cristalografia (Cole et al., 2004).

Tabela 11 — Epitopos, residuos e sequéncias de aminoacidos ndo visualizados na estrutura 3D da toxina
épsilon de Clostridium perfringens tipo D. Os nimeros sobrescritos referem-se aos locais onde 0s
respectivos residuos estdo inseridos na estrutura priméaria da toxina.

Epitopo

YSIVNIVSPTNVIAK
IA'KEISNTVSNEMSK!®

14KA15
273KK274

2T3KKEKSND?"°

2783279
ND
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Epitopo 15

Epitopo 16

|

Figura 13 — Visualizacdo dos epitopos mapeados na estrutura 3D da toxina épsilon de Clostridium
perfringens tipo D. I, Il e I1I: regibes da toxina épsilon segundo Cole et al. (2004). As cores amarelo,
verde e vermelho representam as reatividades baixa, média e alta das regibes, respectivamente. Os
epitopos 1 e 2, bem como alguns residuos dos epitopos 3, 14, 15 e 16, ndo sdo apresentados.

A partir da visualizagdo dos determinantes
antigénicos na estrutura 3D da toxina €
(Figura 13) percebe-se que todos eles
possuem regides de alta acessibilidade. O
préprio formato da toxina, alongado e
estreito, contribui para uma maior presenca
de éareas expostas. JA& o determinante 11
aparenta ser o de menor acessibilidade de
acordo com sua visualizagdo, o que é
corroborado pelo seu indice GRAVY
positivo; como discutido anteriormente, um
indice positivo classifica o peptideo como
hidrofébico, o que, por sua vez, prediz que o
mesmo tende a estar em regiGes menos
expostas da proteina de origem.

55 Selecdo dos Epitopos para a
Sintese Soluvel

Apdbs 0 mapeamento dos epitopos da toxina
¢ de C. perfringens tipo D, seis dos 16
determinantes identificados foram
sintetizados em fase solavel, e
posteriormente utilizados na elaboracdo de
imunégenos para a imunizagdo de
camundongos (Tabela 12). O nUmero de
aminoécidos dos peptideos sintetizados
variou entre 15 a 24 por duas razbes
principais: (1) proporcionar que a sintese
soltvel fosse bem sucedida, visto que quanto
maior 0 nimero de aminoacidos maior a
susceptibilidade a erros; e (2) assemelhar o0s
peptideos sintetizados com aqueles que
naturalmente se ligam ao MHC de classe 2
(peptideos com cerca de 10 a 30 residuos)
durante a resposta imune frente a um
antigeno (Abbas et al., 2011). Dos epitopos
3, 11 e 16, os quais ndo foram inteiramente
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sintetizados, as regiGes de maior reatividade
nos  ensaios  imunoquimicos  foram
selecionadas e sintetizadas. Além do ja
descrito, outros critérios foram levados em

consideracdo durante a escolha dos epitopos
para a producdo dos imundgenos, e sao
discutidos a sequir.

Tabela 12 — Peptideos sintetizados em fase sollvel, suas respectivas sequéncias de aminoacidos, massas

moleculares, pI* e indice GRAVY**,

23LIEKGRYNTKYNYLK
RMEKYY*
S°FDKVTINPQGNDFYI
NNPKVELDG?
H6PTTHTVGTSIQATAK
FTVPFEN'®®

78 TVEVIAYLKKVNVKG
NVKLVG!®®
224TyYNKSDLNEDGTININ
GKGNY?%*
282TVKYRSLSIKAPGIK?®®

13

16
Os numeros sobrescritos referem-se aos locais onde os respectivos residuos estdo inseridos na

estrutura primaria da toxina épsilon. * pl:

24

21

ponto isoelétrico;

hydropathicity): indice de hidropaticidade média.

5.5.1 Epitopo 3

O epitopo 3 foi selecionado por uma série de
fatores. Primeiramente, porque foi o
segundo  mais reativo aos  testes
imunogquimicos (Tabela 8), o que indica
haver grande quantidade de anticorpos
presentes nos soros anti- contra 0 mesmo,
sugerindo que este seria um epitopo
imunodominante. Além disto, o epitopo 3
estd alocado na regido ou dominio | da
toxina € de C. perfringens tipo D, que por
sua vez estd na regido amino-terminal da
mesma. Acredita-se que essa regido,
composta em grande parte por uma alfa-
hélice longa, contenha o sitio de interagdo da
toxina com receptores presentes em células-
alvo (Cole et al., 2004; Popoff, 2011). Desta
forma, h& a possibilidade de que os
anticorpos neutralizantes produzidos contra
a toxina ¢ se liguem primordialmente a essa

Epitopo | Peptideo Sintetizado - GRAVY**
De aa Da

2774,2 -1,533
2738,0 4,23 -0,771
22224 8,44 0,014
2271,7 9,82 0,486
2266,4 4,56 -1,119
1673,0 10,46 0,147

** GRAVY (Grand average of

regido, e impecam a ancoragem da toxina
aos receptores celulares.

lvie e McClain (2012) introduziram
mutagdes na toxina ¢ por substituicdo de sete
aminoacidos aromaticos acessiveis na
superficie da toxina. Posteriormente,
avaliaram a capacidade destes mutantes em
interagir com as células e causar morte
celular. Como resultado, o0s autores
observaram que mutacfes dos aminoacidos
Y2, Y8 Y% e Y2 reduziam drasticamente
a ligacdo da proteina as células-alvo, sendo
esses  residuos importantes para a
citotoxicidade da toxina. Trés deles estéo
presentes na estrutura primaria do epitopo 3
(Y*, Y2, Y*), enquanto o ltimo (Y?*) est&
espacialmente proximo ao epitopo (Figura
14). Tendo em vista o supracitado, o
determinante 3 foi um dos escolhidos para
elaboracdo de um imundgeno.

61



Figura 14 — Visualizagdo do epitopo 3 na estrutura 3D da toxina épsilon de Clostridium perfringens tipo
D. Os residuos importantes para a interacdo da toxina com seus receptores celulares, segundo lvie e
McClain (2012), estdo marcados em preto. As cores amarelo, verde e vermelho representam as
reatividades baixa, média e alta das regides, respectivamente.

5.5.2 Epitopo 4

O epitopo 4, assim como o 3, foi bastante
reativo aos  ensaios  imunoquimicos
realizados (Tabela 9), sugerindo que ele
poderia também ser um determinante
imunodominante. Grande parte deste epitopo
também estd alocado no dominio |,
envolvido nas interacBes proteina-receptor
(Cole et al., 2004; Popoff, 2011). Ademais,
esse determinante foi reconhecido apenas
pelas imunoglobulinas anti-¢ de ovino, e ndo
pelas de coelhos. Isto despertou a
curiosidade em saber se esta regido da toxina
g, reconhecida neste trabalho apenas pelo
sistema imune ovino, seria capaz gerar
anticorpos em outra espécie, como
camundongos.

5.5.3 Epitopo 10

Apesar do epitopo 10 ndo ter alcancado
grande intensidade de ligacdo aos anticorpos
anti-e durante 0s ensaios imunoquimicos
(Tabela 8), 0 mesmo aloja 0 aminoacido His,
na posicdo 119 da estrutura priméaria da
toxina ¢ (Figura 15). Segundo Oyston et al.

(1998), a substituicdo deste residuo por uma
Pro inativa a toxina. Deste modo, a His'* e a
regido que a contém sdo essenciais para
atividade téxica da proteina, e anticorpos
anti-e contra este epitopo devem neutralizar

a toxina ¢.

De fato, McClain e Cover (2007), utilizando
dois anticorpos monoclonais neutralizantes
anti-e, mapearam um  determinante
antigénico proximo ao epitopo 10; esta
proximidade se da tanto linearmente quanto
espacialmente, como mostra a Figura 15A.
Segundo os autores, 0Ss anticorpos
monoclonais empregados, ao se ligarem ao
determinante  identificado  por  eles,
neutralizariam a toxina € por um mecanismo
alostérico, impedindo estericamente que o
loop contendo a His'™® executasse sua
fungdo. Ainda segundo esses autores, a
regido entre os aminodcidos 119 e 158 é
importante para a atividade da toxina,
provavelmente por ser a regido de insercgéo
da proteina na membrana plasmatica e
participar na  formagcdo do  poro
transmembranar.
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Knapp et al. (2009) também relataram a
importancia de um dominio da toxina & que
se estende desde a His™'® a Ala'*. O epitopo
10 sobrepBe esse dominio em 18
aminodacidos, desde a His'*® a Asn**® (Figura
15B). Segundo os autores, e corroborando
com o discutido anteriormente, esta regido
por eles estudada est4 envolvida na inser¢do

D. A. Em amarelo, o epitopo 13; em vermelho, a His

119

da toxina na membrana e formacdo do poro
celular; e mutagBes em alguns aminoécidos
resultam em mudangas na citotoxicidade da
proteina e nas caracteristicas dos poros
formados. Por estas razdes, o epitopo 10
poderia ser imunodominante, e foi incluido
nas imunizagoes.

4\

Figura 15 — Visualizacdo do epitopo 10 na estrutura 3D da toxina épsilon de Clostridium perfringens tipo

, essencial para a atividade da toxina, segundo

Oyston et al. (1998); em preto, o determinante antigénico mapeado por McClain e Cover (2007). B. Em
amarelo, o epitopo 13; em vermelho, o dominio essencial para a atividade da toxina, segundo Knapp et al.
(2009); em laranja, a regido de sobreposicao entre o epitopo 13 e 0 dominio de Knapp et al. (2009).

5.5.4 Epitopo 11

Nos ensaios imunoquimicos realizados, o
determinante 11 foi reconhecido pelas
imunoglobulinas presentes nos soros anti-¢
com boa intensidade (Tabela 8). Mesmo
sendo hidrofobico e estando relativamente
menos acessivel na estrutura tercidria da
toxina €, 0 epitopo 11 foi capaz de se ligar
com boa afinidade aos anticorpos contra a
toxina, 0 que o fez ser selecionado para
testar sua imunogenicidade.

5.5.5 Epitopo 13

Dentre 0s spots positivos para 0S ensaios
imunoquimicos, aqueles correspondentes ao

epitopo 13 foram sempre os de maior
reatividade em todos os testes (Tabela 8), o
que sugere que nos soros anti-¢ havia grande
guantidade de imunoglobulinas contra este
dominio antigénico. Seu indice GRAVY de -
1,119 indica alta hidrofilicidade que, por sua
vez, prediz que este determinante esta
excepcionalmente acessivel na toxina . Isto
é confirmado pela visualizacdo do epitopo
13 na estrutura 3D da proteina (Figuras 13 e
16). Ademais, ao calcular o potencial
eletrostatico da toxina g, observa-se uma
ampla &rea com elevado potencial
circundando grande parte do determinante
antigénico 13 (Figura 16). Regibes com
potencial  eletrostdtico podem  formar
interacBes eletrostaticas entre si do tipo
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proteina-proteina  e/ou  proteina-ligante
(Kuki¢ e Nielsen, 2010). Na verdade, essas
interacBes estdo entre as principais que se
fazem presentes durante a ligacdo de um
anticorpo a um antigeno proteico (Sinha et

‘ i F
Figura 16 — Visualizacdo do epitopo 13 na estrutura 3D da toxina épsilon de Clostridium perfringens tipo
D. Em amarelo, o determinante 13; em vermelho, a representacéo do potencial eletrostatico negativo; em
azul, a representacdo do potencial eletrostatico positivo.

5.5.6 Epitopo 16

Os peptideos que compbem o epitopo 16,
inclusive aqueles que sofreram alteragdes de
aminoacidos em suas estruturas primarias,
foram reconhecidos pelas imunoglobulinas
anti-e em todos 0s ensaios imunoquimicos
(Tabelas 7 e 8). O determinante 16 faz parte
do dominio Ill, por¢do carboxi-terminal da
toxina ¢ (Figura 13), e acredita-se que esse
dominio esteja envolvido na interacdo das
cadeias da toxina durante a oligomerizacdo
para formacdo do poro celular heptamérico.
Na proteina nativa, o peptideo carboxi-
terminal parece bloquear a oligomerizacdo
dos monbmeros e prevenir a ativagdo da
protoxina (Miyata et al., 2001). Anticorpos
que se liguem a esta regido podem inibir
competitivamente sua clivagem pelas
enzimas e entdo impedir a ativacdo da
toxina. Portanto, seria interessante testar um
epitopo alocado nesta regido. Somado a isto,

al.,, 2002). Desta maneira, 0 epitopo 13
possui grandes  chances de  ser
imunodominante, tendo sido selecionado
para a confec¢do de um imundgeno.

ha varios exemplos descritos de antigenos
que possuem determinantes em suas porc¢oes
carboxi-terminais (Taouji et al., 2002; Seah
e Kwang, 2004; Chen et al., 2006; Abboud
et al., 2009; Grande et al., 2009); incluindo a
toxina A de C. botulinum (Levy et al.,
2007); e a toxina alfa de C. perfringens tipo
A, a qual pertence & mesma familia da
toxina ¢, chamada de familia das toxinas
formadoras de poros beta, semelhantes a
aerolisina (aerolysin like, p-pore-forming
toxin family) (Williamson e Titball, 1993;
Stevens et al., 2004; Bokori-Brown et al.,
2011).

5.6 Espectrometria de Massa

Ap6s a sintese solGvel dos epitopos
selecionados para imunizacdo, a presenca
dos peptideos sintetizados foi averiguada,
assim como suas massas foram confirmadas
por meio da espectrometria de massas. Ap6s

64



0 acoplamento do dltimo aminoé&cido, os
peptideos foram acetilados para proteger
suas  regides  amino-terminais;  suas
respectivas massas foram acrescidas de 41
Da correspondentes aos grupamentos acetil.
Os resultados estdo apresentados na Figura
17. Pequenas diferencas entre massas
detectadas e as esperadas podem ter duas
causas provaveis: diferencas relacionadas a
calibragdo do aparelho; e/ou a presenca de
impurezas no solvente, como ions sddio,
cloreto, potassio, entre outros, os quais se
ligam aos peptideos e sdo conjuntamente

]

* Epitopo 3

Intens. [a.u]
-2016.444

2924 807

--2071.601

-2733,155

2000 2200 2400 2600 2800 3000 3200

miz

Intens. [a.u]

detectados pelo  espectrofotdbmetro. A
presenga de picos com diferengas maiores
entre as massas detectadas e as esperadas
também podem ter duas causas provaveis:
falha no acoplamento de um ou mais
aminoécidos; ou falha na clivagem de
grupos protetores das cadeias laterais. E
importante salientar que as diferencas de
leitura observadas neste trabalho ndo se
caracterizaram em erros importantes da
sintese solUvel dos peptideos, bem como nédo
influenciaram durante as metodologias
subsequentes realizadas.
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Figura 17 — Espectrometria de massas em MALDI-TOF/TOF™ dos peptideos sintetizados em fase

soltvel.

5.7 Imunizag0es e Titulacdo dos Soros
Anti-Peptideos

Os epitopos sintetizados foram encapsulados
separadamente em lipossomas de
fosfatidilcolina de soja e colesterol e

conjugados em gel de hidroxido de
aluminio. Ap6s as imuniza¢Bes, 0s SOros

coletados foram titulados por ELISA
competitivo. Dos seis  determinantes
antigénicos  testados, trés  falharam

totalmente em competir com o soro-padrao
utilizado no ELISA, e apresentaram titulos
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semelhantes aos controles negativos. Os
outros trés foram capazes de inibir
fracamente a ligacdo das imunoglobulinas

presentes no soro padrdo com a toxina ¢ de
Clostridium perfringens tipo D (Tabela 13).

Tabela 13 — Resultado da titulagdo dos soros anti-peptideos pelo ELISA competitivo.

Peptideo Sintetizado

3 ZLIEKGRYNTKYNYLK 4,35196
SOFDKVTINPQGNDEY I 9,95035
NNPKVELDG'®
HO6PTTHTVGTSIQATAK 0,00000
FTVPEN'3®
11 HeTVEVIAYLKKVNVKG 0,00000
13 224TyYNKSDLNEDGTININ 0,00000
282TyKYRSLSIKAPGIK??® 7,67931
Vazio
AXi - 0,00000

Hidroxido de
Aluminio

A auséncia ou fraca capacidade dos
anticorpos anti-peptideos em competir com
as imunglobulinas do soro-padrdo pela
ligagcdo a toxina € pode ter diferentes causas.
Primeiramente, os determinantes antigénicos
sintetizados podem ndo ser epitopos
imunodominantes, possuindo baixa
imunogenicidade. Contudo, baseado nos
ensaios e analises realizados neste trabalho,
é improvavel que nenhum dos determinantes
antigénicos utilizados nas imuniza¢fes nao
seja imunodominante, principalmente o0s
determinantes 3, 4 e 16, o0s quais
conseguiram algum grau de inibicdo no
ELISA competitivo.

Outra  hipétese esta relacionada as
caracteristicas intrinsecas dos peptideos, 0s
quais sdo sabidamente menos imunogénicos
quando comparados a proteinas inteiras. Isto
ocorre basicamente por duas razdes. Como
exemplo, uma molécula de toxina detém em

sua estrutura multiplos  determinantes
antigénicos capazes de incitar resposta
imunoloégica  contra  esta  proteina.

Diferentemente, uma molécula de peptideo
sintetizada a partir de um epitopo

identificado possui, obviamente, apenas um
determinante. Como consequéncia, aquela
toxina sera muito mais imunogénica do que
0 peptideo caso ambos entrem em contato
com o sistema imune de um organismo.
Além disto, embora todos os antigenos
sejam reconhecidos por células do sistema
imune e imunoglobulinas, apenas as
macromoléculas sdo capazes por si s6 de
estimular a resposta imune humoral pelos
linfécitos B (Abbas et al., 2011). Desta
maneira, as caracteristicas imunogénicas
intrinsecas dos peptideos podem ter sido a
causa dos baixos titulos de anticorpos no
ELISA competitivo. Uma das estratégias
utilizadas para aumentar a imunogenicidade
dos peptideos € encapsula-los em lipossomas
(Jiang e Koganty, 2003; Underwood e van
Eps, 2012). Todavia, a utilizagdo deste
adjuvante no presente trabalho parece néo
ter melhorado os imundgenos.

Finalmente, os baixos titulos de anticorpos
contra os epitopos detectados no ELISA
competitivo podem ter relacdo com a
metodologia utilizada. As imunoglobulinas
presentes no soro-padrdo  reconhecem
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multiplos determinantes da toxina &;
enquanto aquelas presentes nos soros anti-
peptideos sdo especificas para apenas um
determinante, e sdo capazes de competir
apenas por um unico sitio antigénico. Como
resultado, apesar de haver anticorpos nos
soros-teste, e mesmo que se liguem a toxina,
eles ndo inibem totalmente a ligacdo das
imunoglobulinas do soro-padrdo com a
mesma, e ndo sdo detectados no teste. Esta
situacdo pode ter ocorrido durante a
titulacho de todos os soros em teste.
Possivelmente, os anticorpos dos soros que
apresentaram titulos foram capazes de
competir por seus respectivos epitopos, bem
como inibiram estericamente a ligagdo das
imunoglobulinas do soro-padrdo em outros
determinantes da toxina .

Em contrapartida do descrito acima, 0s
peptideos sintetizados que compdem 0s
epitopos 3, 4 e 16 foram capazes de incitar a

producdo de anticorpos, os quais foram
detectados pela titulacdo (Tabela 13). Os trés
possuem em comum o carater hidrofilico
(Tabela 10); os determinantes 3 e 16 estdo
localizados nas porgdes amino-terminal e
carboxi-terminal, respectivamente (Figura
13); e os determinantes 3 e 4 obtiveram
reatividades fortes nos ensaios
imunoquimicos (Tabelas 8 e 9). Também ¢é
digno de nota o fato de boa parte dos
residuos dos epitopos 3 e 4 estarem
sobrepostos e linearmente ou espacialmente
préximos (Figura 18); além disto, eles fazem
parte do dominio | da toxina, envolvido na
interacdo proteina-receptor (Cole et al.,
2004; Popoff, 2011). Sendo assim, baseado
nos resultados deste trabalho e nos achados
dos autores lIvie e McClain, (2012), é
possivel que esta regido faca parte de um
epitopo conformacional, alojado em um sitio
de interacdo entre a toxina ¢ e receptores de
membrana celular.

Figura 18 — Visualizacdo dos epitopos 3 e 4 na estrutura 3D da toxina épsilon de Clostridium perfringens
tipo D. Em vermelho, o determinante 3; em amarelo, o determinante 4; em laranja, a regido de

sobreposicao entre os epitopos 3 e 4.

Os resultados do presente trabalho fornecem
informacGes essenciais para o entendimento
das caracteristicas estruturais, patogénicas e
imunologicas da toxina €, e podem auxiliar
no desenvolvimento de métodos

diagnosticos alternativos, novas terapias e
vacinas contra os efeitos da toxina em
animais e humanos.
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6. CONCLUSOES

A metodologia empregada neste trabalho foi
eficiente na producdo, concentragdo e
purificacgdo da toxina épsilon (g) de
Clostridium perfringens tipo D, bem como
na producdo do toxdide .

O toxdide ¢ foi imunogénico e capaz de
incitar a producdo de anticorpos em coelhos
e ovino, suficientes para 0 mapeamento dos
epitopos da toxina e de C. perfringens tipo
D.

Por meio da metodologia utilizada neste
trabalho, foram mapeados 16 provaveis
epitopos abrangendo grande parte da
estrutura primaria da toxina & de C.
perfringens tipo D, porém com diferentes
escalas de imunodominancia.

Trés epitopos da toxina e de C. perfringens
tipo D incitaram a producdo de
imunoglobulinas em camundongos
detectaveis por ELISA competitivo.

7. PERSPECTIVAS FUTURAS

Elaboracdo de imundgenos contendo 0s
epitopos da toxina épsilon (g) de Clostridium
perfringens tipo D testados e nédo testados
neste trabalho, empregando combinagdes
entre o0s peptideos, outros adjuvantes,
carreamento por macromoléculas, outras
doses, protocolos de imunizagdo, assim
como outras espécies de animais.

Predicdo de epitopos conformacionais
presentes na toxina épsilon (¢) de
Clostridium perfringens tipo D, sintese
quimica e utilizagdo dos mesmos para
imunizacdo de animais.

Avaliacdo da capacidade dos epitopos
imunodominantes mapeados em competir
com a toxina nativa pelos receptores de
membrana em linhagens de células sensiveis
a toxina ¢ de C. perfringens tipo D.

Utilizagdo de um ou mais epitopos
imunodominantes em métodos diagnosticos,
tal como na etapa de sensibilizacdo de
ensaios imunoenzimaticos para deteccdo e
titulacdo da toxina ¢ de C. perfringens tipo
D.

8. REFERENCIAS
BIBLIOGRAFICAS

ABBAS, A. K.; LICHTMAN, A. H.;
PILLAI, S. Imunologia Celular e Molecular.
7. ed. Rio de Janeiro: Elsevier, 2011. 592p.

ABBOUD, N.; JESUS, M.; NAKOUZI, A.
Identification of Linear Epitopes in Bacillus
anthracis Protective Antigen Bound by
Neutralizing Antibodies. J. Biol. Chem., v.
284, n. 37, p. 25077-25086, 2009.

ATASSI, M. Z. Antigenic structure of
myoglobin: The complete immunochemical
anatomy of a protein and conclusions
relating to antigenic structures of proteins.
Immunochemistry, v. 12, p. 423-438, 1975.

ATASSI, M. Z. Antigenic structures of
proteins: Their determination has revealed
important aspects of immune recognition
and generated strategies for synthetic
mimicking of protein binding sites. Eur. J.
Biochem., v. 145, p. 1-20, 1984.

ATASSI, M. Z.; DOLIMBEK, B. Z.
Mapping of the Antibody-Binding Regions
on the Hy-Domain (Residues 449-859) of
Botulinum Neurotoxin A with Antitoxin
Antibodies from Four Host Species. Full
Profile of the Continuous Antigenic Regions
of the H-Chain of Botulinum Neurotoxin A.
Prot. J., v. 23, n. 1, p. 39-52, 2004.

AZEVEDO, E. O.; LOBATO, F. C. F;
ABREU, V. L. V. et al. Evaluation of
vaccines against Clostridium perfringens
type C and D. Arg. Bras. Med. Vet. Zootec.,
v. 50, n. 3, p. 239-242, 1998.

69



BOKORI-BROWN, M.; SAVVA, C. G;
COSTA, S. P. F. et al. Molecular basis of
toxicity of Clostridium perfringens epsilon
toxin. FEBS J., p. 1-13, 2011.

BRADFORD, M. A rapid and sensitive
method for the quantification of microgram
quantities of protein utilizing the principle of
protein-dye binding. Anal. Biochem., v. 72,
p. 248-254, 1976.

BRASIL. Ministério da Agricultura Pecuéria
e Desenvolvimento. Instrucdo Normativa n.
03 de 22 de mar¢o de 2002. Diéario Oficial
da Unido, Brasilia, 23 de Marco de 2002.
Secéo 1.

BUTLER, R. UNSCOM'S Comprehensive
Review. CNS. Monterey, EUA, 1999.

Disponivel em <
http://cns.miis.edu/irag/ucreport/>.  Acesso
em: 12 Jan. 2013.

BUXTON, D. In-Vitro  Effects of

Clostridium welchii Type-D Epsilon Toxin
on Guinea-Pig, Mouse, Rabbit and Sheep
Cells. J. Med. Microbiol., v. 11, p. 299-302,
1978a.

BUXTON, D. The Use of an
Immunoperoxidase Technique to Investigate
by Light and Electron Microscopy the Sites
of Binding of Clostridium welchii Type-D
Epsilon Toxin in Mice. J. Med. Microbiol.,
v. 11, p. 289-292, 1978b.

CENTERS FOR DISEASE CONTROL.
Biological and chemical terrorism: strategic
plan for preparedness and response.
Recommendations of the CDC Strategic
Planning Workgroup. MMWR Recomm.
Rep., v. 9, p. 1-14, 2000.

CHANDRAN, D.; NAIDU, S. S,
SUGUMAR, P. et al. Development of a
Recombinant Epsilon Toxoid Vaccine
against Enterotoxemia and Its Use as a
Combination Vaccine with Live Attenuated

Sheep Pox Virus against Enterotoxemia and
Sheep Pox. Clin. Vaccine Immunol., v. 17, n.
6., p. 1013-1016, 2010.

CHASSIN, C.; BENS, M.; BARRY, J. et al.
Pore-forming  epsilon  toxin  causes
membrane permeabilization and rapid ATP
depletion-mediated cell death in renal
collecting duct cells. Am. J. Physiol. Renal
Physiol., v. 293, n. 3, p. F927-F937, 2007.

CHAVEZ-OLORTEGUI, C.; AMARA, D.
A.; ROCHAT, H. et al. In vivo protection
against scorpion toxins by liposomal
immunization. Vaccine, v. 9, n. 12, p. 907-
910, 1991.

CHEN, Z.; MOAYERI, M.; ZHOU, Y. et al.
Efficient Neutralization of Anthrax Toxin by
Chimpanzee Monoclonal Antibodies against
Protective Antigen. J. Infect. Dis., v. 193, n.
5, p. 625-633, 2006.

CHEN, P.; RAYNER, S.; HU, K. Advances
of Bioinformatics Tools Applied in Virus
Epitopes Prediction. Virol. Sin., v. 26, n. 1,
p. 1-7, 2011.

COLE, A. R.; GIBERT, M.; POPOFF, M. et
al. Clostridium perfringens e-toxin shows
structural similarity to the pore-forming
toxin aerolysin. Nat. Struc. Mol. Biol., v. 11,
n. 8, p. 797-798, 2004.

DANILOVA, N.; AMEMIYA, C. T. Going
Adaptive: The Saga of Antibodies. Ann. N.
Y. Acad. Sci., v. 1168, p. 130-155, 20009.

DOLIMBEK, B. Z.; AOKI, K. R;
STEWARD, L. E. et al. Mapping of the
regions on the heavy chain of botulinum
neurotoxin A (BoNT/A) recognized by
antibodies of cervical dystonia patients with
immunoresistance to  BoNT/A.  Mol.
Immunol., v. 44, p. 1029-1041, 2007.

DORCA-AREVALO, J.; MARTIN-SATUE,

M.; BLASI, J. Characterization of the high
affinity binding of epsilon toxin from

70


http://cns.miis.edu/iraq/ucreport/

Clostridium perfringens to the renal system.
Vet. Microbiol., v. 157, p. 179-189, 2012.

DUARTE, C. G.; ALVARENGA, L. M,
DIAS-LOPES, C. et al. In vivo protection
against Tityus serrulatus scorpion venom by
antibodies raised against a discontinuous
synthetic epitope. Vaccine, v. 28, p. 1168-
1176, 2010.

ENCONTRO DE CAPRINOCULTORES
DO SUL DE MINAS E MEDIA
MOGIANA, VIII, 2005, Espirito Santo do
Pinhal. Enterotoxemia. Espirito Santo do
Pinhal: 2005. 23p.

EUROPEAN PHARMACOPOEIA. 2 ed.
Sainte Ruffine: Maisonneuve S. A. 1998.

FENNESSEY, C. M., IVIE, S. E;
MCCLAIN, M. S. Coenzyme depletion by
members of the aerolysin family of pore-
forming toxins leads to diminished ATP
levels and cell death. Mol. BioSyst., v. 8, p.
2097-2105, 2012a.

FENNESSEY, C. M.; SHENG, J.; RUBIN,
D. H. et al. Oligomerization of Clostridium
perfringens Epsilon Toxin Is Dependent
upon Caveolins 1 and 2. PLoS One, v. 7, n.
10, p. 46866, 2012b.

FERNANDEZ-MIYAKAWA, M. E.; JOST,
B. H.; BILLINGTON, S. J. et al. Lethal
effects of Clostridium perfringens epsilon
toxin are potentiated by alpha and
perfringolysin-O toxins in a mouse model.
Vet. Microbiol., v. 127, p. 379-385, 2008.

FERNANDEZ-MIYAKAWA, M. E,;
ZABAL, O, SILBERSTEIN, C.
Clostridium perfringens epsilon toxin is
cytotoxic for human renal tubular epithelial
cells. Hum. Exp. Toxicol., v. 30, n. 4, p. 275-
282, 2010.

FERNELIUS, A. L.; CLASSICK, L. G,

SMITH, R. L. Evolution of B-propiolactone-
inativated and chloroform-treated-virus

vaccines against bovine viral diarrhea-
mucosal disease. Am. J. Vet. Res., v. 33,n. 7,
p. 1421-31, 1972.

FILHO, E. J. F.; CARVALHO, A. U,
ASSIS, R. A.; et al. Clinicopathologic
Features of Experimental Clostridium
perfringens Type D Enterotoxemia in Cattle.
Vet. Pathol., v. 46, p. 1213-1220, 20009.

FINNIE, J. W. Neurological disorders
produced by Clostridium perfringens type D
epsilon toxin. Anaerobe, v. 10, p. 145-150,
2004.

FRANK, R. Spot-Synthesis: an easy
technique for the positionally addressable,
parallel chemical synthesis on a membrane
support. Tetrahedron, v. 48, p. 9217-9232,
1992.

GASTEIGER, E.; HOOGLAND, C.
GATTIKER, A. et al. Protein Identification
and Analysis Tools on the EXPASyY Server.
In. WALKER, J. M. The Proteomics
Protocols Handbook. ed. New York:
Humana Press, 2005. p. 571-607.

GAUSEPOHL, H.; BOULIN, C.; KRAFT,
M. et al. Automated multiple peptide
synthesis. Peptide Research, v. 5, p. 315-
320, 1992.

GOLDSTEIN, J.; MORRIS, W. E.; LOIDL,
C. S.; Clostridium perfringens Epsilon
Toxin Increases the Small Intestinal
Permeability in Mice and Rats. PLoS One, v.
4,n.9, p.e7065, 2009.

GONGCALVES, L. A. Selecao de colbnias de
Clostridium perfringens tipo D produtoras
de toxina épsilon por “DOT BLOT”. 2004.
31p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia
Animal) — Escola de Veterinaria.
Universidade Federal de Minas Gerais, Belo
Horizonte.

GONCALVES, L. A.; LOBATO, Z. I. P,;
SILVA, R. O. S.; et al. Selection of a

71



Clostridium perfringens type D epsilon toxin
producer via dot-blot test. Arch. Microbiol.,
v. 191, p. 847-851, 20009.

GRANDE, K. K., MEYSICK, K. C;
RASMUSSEN, S. B. et al. Cytotoxic
Necrotizing Factor Type 1-Neutralizing
Monoclonal Antibody NG8 Recognizes
Three Amino Acids in a C-Terminal Region
of the Toxin and Reduces Toxin Binding to
HEp-2 Cells. Infect. Immun., v. 77, n. 1, p.
170-179, 20009.

GREENFIELD, R. A.; BROWN, B. R;
HUTCHINS, J. B. et al. Microbiological,
Biological, and Chemical Weapons of
Warfare and Terrorism. Am. J. Med. Sci., V.
323, n. 6, p. 326-340, 2002.

GRINER, L. A. Enterotoxemia of sheep. IlI.
Clostridium perfringens type D antitoxin
titers of normal, nonvaccinated lambs. Am.
J. Vet. Res., v. 22, p. 447-448, 1961.

HARKNESS, J. M.; LI, J.; MCCLANE, B.
A. Identification of a lambda toxin-negative
Clostridium perfringens strain that processes
and activates epsilon prototoxin
intracellularly. Anaerobe, v. 18, p. 546-552,
2012.

HATHEWAY, C. L. Toxigenic Clostridia.
Clin. Microbiol. Rev., v. 3, n. 1, p. 66-98,
1990.

HIRSCHBERG, H.; ZHANG, M. J.; GACH,
H. M. et al. Targeted delivery of bleomycin
to the brain using photo-chemical
internalization of Clostridium perfringens
epsilon prototoxin. J. Neurooncol., v. 95, p.
317-329, 2009.

HUGHES, M. L.; POON, R.; ADAMS, V.
et al. Epsilon-Toxin Plasmids of Clostridium
perfringens Type D Are Conjugative. J.
Bacteriol., v. 189, n. 21, p. 7531-7538,
2007.

IVIE, S. E.; FENNESSEY, C. M.; SHENG,
J. et al. Gene-Trap Mutagenesis Identifies
Mammalian  Genes  Contributing to
Intoxication by Clostridium perfringens e-
Toxin. PLoS One, v. 6, n. 3, p. el7787,
2011.

IVIE, S. E.; MCCLAIN, M. S. Identification
of Amino Acids Important for Binding of
Clostridium perfringens Epsilon Toxin to
Host Cells and to HAVCRL. Biochemistry,
2012.

JIANG, Z.; KOGANTY, R. R. Synthetic
Vaccines: The Role of Adjuvants in Immune
Targeting. Curr. Med. Chem., v. 10, n. 15, p.
1423-1439, 2003.

KAPLAN, W. LITTLEJOHN, T. G. Swiss-
PDB Viewer (Deep View). Brief.
Bioinform., v. 2, n. 2, p. 195-197, 2001.

KATZ, C.; LEVY-BELADEYV, L.; ROTEM-
BAMBERGER, S. et al. Studying protein-
protein interactions using peptide arrays.
Chem. Soc. Rev., v. 40, p. 2131-2145, 2011.

KNAPP, O.; MAIER, E.; BENZ, R. et al.
Identification of the channel-forming
domain of Clostridium perfringens Epsilon-
toxin (ETX). Biochim. Biophys. Acta, V.
1788, p. 2584-2593, 2009.

KRAJEWSKA, W. M.; MASLOWSKA, I.
Caveolins: Structure and Function in SignaL
Transduction. Cell. Mol. Biol. Lett., v. 9, n.
2, p. 195-220, 2004.

KUKIC, P.; NIELSEN, J. E. Electrostaics in
proteins and protein-ligand complexes.
Future Med. Chem., v. 2, n. 4, p. 647-666,
2010.

KYTE, J.; DOOLITTLE, R. F. A Simple
Method  Displaying the  Hidropathic
Character of a Protein. J. Mol. Biol., v. 157,
p. 105-132.

72



LANGROUDI, R. P.; AGHAIYPOUR, K,
SHAMSARA, M. et al. In silico fusion of
epsilon and beta toxin genes of Clostridium
perfringens types D and B. lran. J.
Biotechnol., v. 10, n. 1, p. 54-60, 2012.

LAUNE, D.; MOLINA, F.; FERRIERES, G.
et al. Application of the Spot method to the
identification of peptides and amino acids
from the antibody paratope that contribute to
antigen binding. J. Immunol. Methods, v.
267,n. 1, p. 53-70, 2002.

LAYANA, J. E,; FERNANDEZ-
MIYAKAWA, M. E.; UZAL, F. A
Evaluation of different fluids for detection of
Clostridium perfringens type D epsilon toxin
in sheep with experimental enterotoxemia.
Anaerobe, v. 12, p. 204-206, 2006.

LEVY, R.; FORSYTH, C. M.; LAPORTE,
S. L. et al. Fine and Domain-level Epitope
Mapping of Botulinum Neurotoxin Type A
Neutralizing Antibodies by Yeast Surface
Display. J. Mol. Biol., v. 365, p. 196-210,
2007.

LEWIS, C. J. Control of Important
Clostridial Diseases of Sheep. Vet. Clin.
Food Anim., v. 27, p. 121-126, 2011.

LI, J.; SAYEED, S.; ROBERTSON, S. et al.
Sialidases Affect the Host Cell Adherence
and Epsilon Toxin-Induced Cytotoxicity of
Clostridium perfringens Type D Strain
CN3718. PLoS Pathog., v. 7, n. 12, p.
€1002429, 2011.

LI PIRA, G.; IVALDI, F.; MORETTI, P. et
al. High Throughput T Epitope Mapping and
Vaccine  Development. J.  Biomed.
Biotechnol., v. 2010, p. 1-12, 2010.

LOBATO, F. C. F.; ASSIS, R. A. Controle e
profilaxia das clostridioses. Hora Vet., v. 19,
p. 29-33, 2000.

LOBATO, F. C. F.; ASSIS, R. A.; ABREU,
V. L. V.; et al. Bovine enterotoxaemia. Arq.

Bras. Med. Vet. Zootec., v. 58, n. 5, p. 952-
954, 2006.

LOBATO, F. C. F.; SALVARANI, F. M;
ASSIS, R. A. Clostridiosis of small
ruminants. Ver. Port. Cien. Vet., v. 102, p.
23-34, 2007.

LOBATO, F. C. F.; LIMA, C. G. R. D
ASSIS, R. A. et al. Potency against
enterotoxemia of a recombinant Clostridium
perfringens type D epsilon toxoid in
ruminants. Vaccine, v. 28, p. 6125-6127,
2010.

LONCHAMP, E.; DUPONT, J.;
WIOLAND, L. et al. Clostridium
perfringens Epsilon Toxin Targets Granule
Cells in the Mouse Cerebellum and
Stimulates Glutamate Release. PLoS One, v.
5,n. 9, p. 13046, 2010.

LOSADA-EATON, D. M.; UZAL, F. A;
FERNANDEZ MIYAKAWA, M. E.
Clostridium perfringens epsilon toxin is
absorbed from different intestinal segments
of mice. Toxicon, v. 51, p. 1207-1213, 2008.

LOSADA-EATON, D. M.; FERNANDEZ-
MIYAKAWA. Clostridium perfringens
epsilon toxin inhibits the gastrointestinal
transit in mice. Res. Vet. Sci., v. 89, p. 404-
408, 2010.

LOWRY, O. H.; ROSEBROUGH, N. J;
FARR, A. L. et al. Protein Measurement
with the folin phenol reagent. J. Biol. Chem.,
v. 193, p. 265-275, 1951.

MACHADO-DE-AVILA, R. A
ALVARENGA, L. M.; TAVARES, C. A. P.
et al. Molecular characterization of
protective antibodies raised in mice by
Tityus serrulatus scorpion venom toxins
conjugated to bovine serum albumin.
Toxicon, v. 44, p. 233-241, 2004.

MACHADO-DE-AVILA, R. A,
STRANSKY, S.; VELLOSO, M. et al.

73



Mimotopes of mutalysin-l1I from Lachesis
muta snake venom induce hemorrhage
inhibitory antibodies upon vaccination of
rabbits. Peptides, v. 32, p. 1640-1646, 2011.

MANTIS, N. J. Vaccines against the
category B  toxins:  Staphylococcal
enterotoxin B, epsilon toxin and ricin. Adv.
Drug Deliv. Rev., v. 57, p. 1424-1439, 2005.

MATHUR, D. D.; DESHMUKH, S;
KAUSHIK, H.; et al. Functional and
structural  characterization of  soluble
recombinant epsilon toxin of Clostridium
perfringens D, causative of enterotoxaemia.
Appl, Microbiol. Biotechnol., v. 88, p. 877-
884, 2010.

MCCLAIN, M. S, COVER, T. L.
Functional  Analysis of  Neutralizing
Antibodies against Clostridium perfringens
Epsilon-Toxin. Infect. Immun., v. 75, n. 4, p.
1785-1793, 2007.

MIETZNER, T. A.; KOKAI-KUN, J. F,;
HANNA, P. C. et al. A conjugated synthetic
peptide corresponding to the C-terminal
region of Clostridium perfringens type A
enterotoxin  elicits ~an  enterotoxin-
neutralizing antibody response in mice.
Infect. Immun., v. 60, n. 9, p. 3947-3951,
1992,

MILLER, C.; FLORMAN, S.; KIM-
SCHLUGER, L. et al. Fulminant and Fatal
Gas Gangrene of the Stomach in a Healthy
Live Liver Donor. Liver Transp., v. 10, n.
10, p. 1315-1319, 2004.

MINAMI J; KATAYAMA, S.;
MATSUSHITA, O. et al. Lambda-toxin of
Clostridium  perfringens  activates the
precursor of epsilon-toxin by releasing its N-
and C-terminal  peptides.  Microbiol.
Immunol., v. 41, n. 7, p. 527-535, 1997.

MIYAMOTO, K.; SUMITANI, K,
NAKAMURA, T. et al. Clostridium
perfringens epsilon toxin causes excessive

release of glutamate in the mouse
hippocampus. FEMS Microbiol. Lett., v.
189, n. 1, p. 109-113, 2000.

MIYAMOTO, K.; LI, J.; SAYEED, S.; et al.
Sequencing and Diversity Analyses Reveal
Extensive  Similarities between Some
Epsilon-Toxin-Encoding Plasmids and the
pCPF5603 Clostridium perfringens
Enterotoxin Plasmid. J. Bacteriol., v. 190, n.
21, p. 7178-7188, 2008.

MIYAMOTO, K.; LI, J.; MCCLAIN, B. A.
Enterotoxigenic  Clostridium perfringens:
Detection and Identification. Microbes
Environ., v. 27, n. 4, p. 343-349, 2012.

MIYATA, S.; MATSUSHITA, O
MINAMI, J. et al. Cleavage of a C-terminal
Peptide Is Essential for Heptamerization of
Clostridium perfringens e-Toxin in the
Synaptosomal Membrane. J. Biol. Chem., v.
276, n. 17, p. 13778-13783, 2001.

MIYATA, S.; MINAMI, J.; TAMAI, E. et
al. Clostridium perfringens e-Toxin Forms a
Heptameric Pore within the Detergent-
insoluble Microdomains of Madin-Darby
Canine Kidney Cells and Rat Synaptosomes.
J. Biol. Chem., v. 277, n. 42, p. 39463-
39468, 2002.

MOISA, A. A,; KOLESANOVA, E. F.
Synthetic  Peptide Vaccines. Biochem.
(Moscow), v. 4, n. 4, p. 321-332, 2010.

MORINAGA, G.; NAKAMURA, T;
YOSHIZAWA, J. et al. Isolation of
Clostridium perfringens Type D from a Case
of Gas Gangrene. J. Bacteriol., v. 90, n. 3, p.
826, 1965.

MORRIS, W. E.; DUNLEAVY, M. V,;
DIODATI, J. et al. Effects of Clostridium
perfringens alpha and epsilon toxins in the
bovine gut. Anaerobe, v. 18, n. 1, p. 143-
147, 2012.

74



MOYLE, P. M.; TOTH, I. Self-Adjuvanting
Lipopeptide Vaccines. Curr. Med. Chem., v.
15, n. 5, p. 506-516, 2008.

NAGAHAMA, M.; SAKURAI, J. High-
Affinity Binding of Clostridium perfringens
Epsilon-Toxin to Rat Brain. Infect. Immun.,
v. 60, n. 3, p. 1237-1240, 1992.

NAGAHAMA, M; ITOHAYASHI, Y.
HARA, H. et al. Cellular vacuolation
induced by Clostridium perfringens epsilon-
toxin. FEBS J., v. 278, p. 3395-3407, 2011.

NESTOROVICH, E. M.; KARGINOV, V.
A.; BEZRUKOV, S. M. Polymer
Partitioning and lon Selectivity Suggest
Asymmetrical Shape for the Membrane Pore
Formed by Epsilon Toxin. Biophys. J., v. 99,
p. 782-789, 2010.

OLIVEIRA, D. M.; PIMENTEL, L. A;
PESSOA, A. F.; et al. Focal symmetrical
encephalomalacia in a goat. J. Vet. Diagn.
Invest., v. 22, p. 793-796, 2010.

OYSTON, P. C. F.; PAYNE, D. W,
HAVARD, H. L. et al. Production of a non-
toxic site-directed mutant of Clostridium
perfringens e-toxin which induces protective
immunity in mice. Microbiology, v. 144, p.
333-341, 1998.

PADDLE, B. M. Therapy and Prophylaxis
of Inhaled Biological Toxins. J. Appl.
Toxicol., v. 23, p. 139-170, 2003,

PARREIRAS, P. M. ELISA competitive
para  deteccdo de  imunoglobulina
antiprototoxina épsilon produzida pelo
Clostridium perfringens tipo D. 2001. 44p.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia Animal) -
Escola de Veterinaria. Universidade Federal
de Minas Gerais, Belo Horizonte.

PARREIRAS, P. M.; LOBATO, F. C. F;
HENEINE, L. G. D. et al. Production and
purification of épsilon protoxin produced by
Clostridium perfringens type D. Arg. Bras.

Med. Vet. Zootec., v. 54, n. 3, p. 328-330,
2002.

PAYNE, D. W.; WILLIAMSON, E. D;
HAVARD, H. et al. Evaluation of a new
cytotoxicity  assay  for  Clostridium
perfringens type D epsilon toxin. FEMS
Microbiol. Lett., v. 116, n. 2, p. 161-167,
1994,

PERCIVAL, D. A.; SHUTTLEWORTH, A.
D.; WILLIAMSON, E. D.; et al. Anti-
Idiotypic  Antibody-Induced  Protection
against Clostridium perfringens Type D.
Infect. Immun., v. 58, n. 8, p. 2487-2492,
1990.

PEREZ, S. A.; HOFE, E.; KALLINTERIS,
N. L. etal. A New Era in Anticancer Peptide
Vaccines. Cancer, p. 2071-2080, 2010.

PETIT, L; GIBERT, M.; GILLET, D. et al.
Clostridium perfringens Epsilon-Toxin Acts
on MDCK Cells by Forming a Large
Membrane Complex. J. Bacteriol., v. 179, n.
20, p. 6480-6487, 1997.

PETIT, L.; GIBERT, M.; POPOFF, M. R.
Clostridium perfringens: toxinotype and
genotype. Trends Microbiol., v. 7, n. 3, p.
104-110, 1999.

PIRES, P. S. Estudo patoldgico,
padronizacdo e uso da imuno-histoquimica
em animais experimentalmente e
naturalmente infectados com clostridios
histotoxicos. 2011. 77p. Dissertacdo
(Mestrado em Ciéncia Animal) — Escola de
Veterinaria. Universidade Federal de Minas
Gerais, Belo Horizonte.

POPOFF, M.;  TITBALL, R.  W.
Toxintyping by Phenotypic and Genetic
Assays. In: MAINIL, J., editor. Genus

Clostridium - Clostridia in  medical,
veterinary and food microbiology: Diagnosis
and typing. Luxembourg:  European

Commission/EU Concerted Action, 2006. p.
142-186.

75



POPOFF, M. R. Epsilon toxin: a fascinating
pore-forming toxin. FEBS J., 2011.

PURCELL, A. W.; MCCLUSKEY, J;
ROSSJOHN, J. More than one reason to
rethink the use of peptides in vaccine design.
Nat. Rev Drug Discov., v. 6, p. 404-414,
2007.

RAMACHANDRA, L.; SIMMONS, D,
HARDING, C. V. MHC molecules and
microbial antigen processing in phagosomes.
Curr. Opin. Immunol., v. 21, p. 98-104,
20009.

REVILLARD, J. P.; ADORINI, L,
GOLDMAN, M.; et al. Apoptosis: potencial
for disease therapies. Immunol. Today., V.
19,n.7, p. 291-293, 1998.

RIOSECO, M. M.; BEINGESSER, J;
UZAL, F. A. Freezing or adding trypsin
inhibitor to equine intestinal contents
extends the lifespan of Clostridium
perfringens beta toxin for diagnostic
purposes. Anaerobe, v. 18, p. 357-360, 2012.

RITTER, M. A.; LADYMAN, H. M.
Monoclonal antibodies: Production,
engineering and clinical application. ed.
London: Cambridge University Press, 1995.
480p.

ROBERTSON, S. L.; LI, J.; UZAL, F. A,; et
al. Evidence for a Prepore Stage in the
Action of Clostridium perfringens Epsilon
Toxin. PLoS One, v. 6, n. 7, p. 22053,
2011.

SAKURAI, J.; DUNCAN, C. L. Some
Properties of Beta-Toxin Produced by
Clostridium perfringens Type C. Infect.
Immun., v. 21, n. 2, p. 678-680, 1978.

SAYEED, S.; LI, J.; MCCLANE, B. A.
Virulence Plasmid Diversity in Clostridium
perfringens Type D Isolates. Infect. Immun.,
v. 75,n. 5, p. 2391-2398, 2007.

SCHOLES, S. F.; WELCHMAN, D. B,
HUTCHINSON, J. P. et al. Clostridium
perfringens type D enterotoxaemia in
neonatal lambs. Vet. Rec., v. 160, n. 23, p.
811-812, 2007.

SEAH, J. N.; KWANG, J. Localization of
linear cytotoxic and pro-apoptotic epitopes
in RTX toxin Apxlll of Actinobacillus
pleuropneumoniae. Vaccine, v. 22, p. 1494-
1497, 2004.

SEBALD, M.; PETIT, J. C. Laboratory
methods anaerobic bacteria and their
identification. 2. ed. Paris: Institut Pasteur,
1997. p. 189-197.

SHORTT, S. J; TITBALL, R. W,
LINDSAY, C. D. An assessment of the in
vitro toxicology of Clostridium perfringens
type D e-toxin in human and animal cells.
Hum. Exp. Toxicol., v. 19, p. 108-116, 2000.

SINHA, N.; MOHAN, S.; LIPSCHULTZ,
C. A. et al. Differences in Electrostatic
Properties at Antibody—Antigen Binding
Sites: Implications for Specificity and Cross-
Reactivity. Biophys. J., v. 83, p. 2946-2968,
2002.

SOBRINHO, E. M.; CANGUSSU, A.S. R;;
BRANDI, 1. V. et al. Modified toxin-binding
inhibition (ToBl) test for epsilon antitoxin
determination in serum of immunized
rabbits. Vet. Immunol. Immunopathol., v.
138, p. 129-133, 2010.

SONGER, J. G. Clostridial Enteric Diseases
of Domestic Animals. Clin. Microbiol. Rev.,
V.9, n. 2, p. 216-234, 1996.

SOUZA, A. M.; REIS, J. K. P.; ASSIS, R.
A. et al. Molecular cloning and expression
of epsilon toxin from  Clostridium
perfringens type D and tests of animal
immunization. Genet. Mol. Res., v. 9, n. 1, p.
266-276, 2010.

76



SOUZA JUNIOR, M. F. Teste de
neutralizagdo para toxina épsilon e titulacéo
de toxinas beta e épsilon de Clostridium
perfringens tipos C e D em cultura de
células. 2005. 31p. Dissertacdo (Mestrado
em Ciéncia Animal) - Escola de Veterinaria.
Universidade Federal de Minas Gerais, Belo
Horizonte.

SOUZA JUNIOR, M. F.: LOBATO, Z. I. P.;
PIRES, P. S.; et al. Standardization of the
titration of the epsilon toxin of Clostridium
perfringens type D in cell line as an
alternative to animal bioassay. Cienc. Rural,
v. 40, n. 3, p. 600-603, 2010.

STERNE, M.; BATTY, |. Pathogenic
clostridia. London: Butterworth & Co.,
1975. 143p.

STEVENS, D. L.; TITBALL, R. W,
JEPSON, M. et al. Immunization with the C-
Domain of a-Toxin Prevents Lethal
Infection, Localizes Tissue Injury, and
Promotes Host Response to Challenge with
Clostridium perfringens. J. Infect. Dis., v.
190, p. 767-773, 2004.

TAMAL E.; ISHIDA, T.; MIYATA, S. et al.
Accumulation of Clostridium perfringens
Epsilon-Toxin in the Mouse Kidney and Its
Possible Biological Significance. Infect.
Immun., v. 71, n. 9, p. 5371-5375, 2003.

TAOUIJI, S.; BREARD, E.; PEYRET-
LACOMBE, A. et al. Serum and mucosal
antibodies of infected foals recognized two
distinct epitopes of VapA of Rhodococcus
equi. FEMS Immunol. Med. Mic., v. 24, p.
299-306, 2002.

THOMSON, R. O.; BATTY, I The
antigenic efficiency of pulpy kidney disease
vaccines. Vet. Rec., n. 65, p. 659- 663, 1953.

TITBALL, R. W. Clostridium perfringens
vaccines. Vaccine, v. 27, p. D44-D47, 20009.

TURKCAN, S.; MASSON, J. B
CASANOVA, D. et al. Observing the
confinement potential of bacterial pore-
forming toxin receptors inside rafts with
nonblinking Eu(3+)-doped oxide
nanoparticles. Biophys. J., v. 102, n. 10, p.
2299-2308, 2012.

UNDERWOOD, C.; VAN EPS, A. W.
Nanomedicine and veterinary medicine: The
reality and the practicality. Vet. J., v. 193, p.
12-23, 2012.

UZAL, F. A; KELLY, W. R
Enterotoxaemia in goats. Vet. Res.
Commun., v. 20, n. 6, p. 481-492, 1996.

UZAL, F. A;; NIELSEN, K.; KELLY, W. L.
Detection of Clostridium perfringens type D
epsilon antitoxin in serum of goats by
competitive and indirect ELISA. Vet
Microbiol., v. 51, p. 223-231, 1997.

UZAL, F. A;; KELLY, W. R.; THOMAS, R.
et al. Comparison of four techniques for the
detection of Clostridium perfringens type D
epsilon toxin in intestinal contents and other
body fluids of sheep and goats. J. Vet.
Diagn. Invest., v. 15, p. 94-99, 2003.

UZAL, F. A. Diagnosis of Clostridium
perfringens intestinal infections in sheep and
goats. Anaerobe, v. 10, p. 135-143, 2004.

UZAL, F. A. Ulcerative enterocolitis in two
goats associated with enterotoxin- and beta2
toxin—positive Clostridium perfringens type
D. J. Vet. Diagn. Invest., v. 20, p. 668-672,
2008.

UZAL, F. A.; SONGER, J. G. Diagnosis of
Clostridium perfringens intestinal infections
in sheep and goats. J. Vet. Diagn. Invest.,
v.20, p.253-265, 2008.

UZAL, F. A;; VIDAL, J. E.; MCCLANE, B.

A.; et al. Clostridium perfringens Toxins
Involved in  Mammalian  Veterinary

77



Diseases. Open Toxinol. J., v. 3, p. 24-42,
2010.

VESCHI, J. L. A; BRUZZONE, O. A;
LOSADA-EATON, D. M. et al. Naturally
acquired antibodies against Clostridium
perfringens epsilon toxin in goats. Vet.
Immunol. Immunopathol., v. 125, p. 198-
202, 2008.

WATSON, P. J.; SCHOLES, S. F. E.
Clostridium perfringens type D epsilon
intoxication in one-day-old calves. Vet. Rec.,
v. 164, p. 816-817, 20009.

WILLIAMSON, E. D.; TITBALL, R. W. A
genetically engineered vaccine against the
alpha-toxin of Clostridium perfringens
protects mice against experimental gas
gangrene. Vaccine, v. 11, n. 12, p. 1253-
1258, 1993.

WORTHINGTON, R. W.; MULDERS, M.
S. G.; VAN RENSBURG, J. J. Clostridium
perfringens type D epsilon prototoxin. Some
chemical immunological and biological
properties of a highly purified prototoxin.
Onderst. J. Vet. Res., v. 40, n. 4, p. 143-152,
1973.

WORTHINGTON, R. W.; MULDERS, M.
S. G. Physical Changes in the Epsilon
Prototoxin ~ Molecule  of  Clostridium
perfringens During Enzymatic Activation.
Infect. Immun., v. 18, n. 2, p. 549-551, 1977.

78



