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RESUMO

A toxina beta produzida pelo Clostridium perfringens tipos B e C esta relacionada com
enterotoxemia que acomete animais e humanos, principalmente caprinos, bovinos, equinos,
suinos e aves domésticas. Essa enfermidade apresenta carater agudo ou super agudo,
causando morte subita e grandes perdas econdmicas para a pecuaria. Devido a rapida
evolugédo da doenga, medidas terapéuticas sao ineficientes. O controle e a profilaxia devem
basear-se em medidas adequadas de manejo e vacinagdes sistematicas eficientes de todo o
rebanho. Dentro desse contexto, &€ necessario desenvolver novas vacinas contra
enterotoxemias. Para tanto, parte da ORF codificante da toxina beta de Clostridium
perfringens tipo B, obtida a partir do gene cpb, foi clonada no vetor pCR2.1-TOPO e
subclonada no vetor de expressdo pET-11a. A linhagem Escherichia coli BL21 DE3 foi
utilizada para a expressdao em larga escala. Apds a etapa de purificagdo, a quantificagéao
protéica através do método de Bradford permitiu a estimativa de sua concentracao em
aproximadamente 0,3 mg/mL na fragdo soluvel e 5 mg/mL na fragao insoluvel (corpos de
inclusdo). O teste de letalidade demonstrou que a toxina recombinante foi expressa na
forma de toxoide, o que dispensa etapas adicionais de inativagao da toxina para imunizagao
de animais. Analises por Western Blotting com anticorpos anti-beta nativa e o ELISA com
anticorpos anti-beta recombinante, ambos produzidos em coelhos, demonstraram que o
toxoide possui similaridade antigénica e imunogénica em relagdo a toxina nativa. Esses
dados mostram a utilizacdo de corpos de inclusdo para a producgao eficiente de anticorpos.
Diante de varias vacinas clostridiais nacionais ineficientes disponiveis no mercado, os
resultados apresentados nesse trabalho mostram que a toxina beta recombinante € uma
forte candidata para a producdo de uma vacina recombinante polivalente contra

enterotoxemia causada por Clostridium perfringens.

Palavras chaves: Clostridium perfringens; toxina beta; gene cpb; enterotoxemia; expressao

em E.coli; corpos de inclusao; vacina
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ABSTRACT

The beta toxin produced by Clostridium perfringens types B and C is linked to
enterotoxemia that affect humans and animals, mainly goats, cattle, horses, pigs and
domestic poultry. The iliness has acute or superacute profile causing sudden death and great
economic losses to livestock. Due to rapid disease progression, treatment measures are
ineffective. The control and prevention must be based on appropriate measures for handling
and efficient systematic vaccination of the entire herd. Within this context, it is necessary to
develop new vaccines against this enterotoxemia. To do so, part of the ORF encodes the
beta toxin of Clostridium perfringens type B, obtained from the cpb gene, was cloned into the
pCR2.1-TOPO vector and subcloned into the pET-11a expression vector. The Escherichia
coli strain BL21 DE3 was used for expression in a large scale. After the purification step, the
protein quantification by Bradford method allowed the estimation of its concentration of
approximately 0.3 mg/mL in the soluble fraction and 5 mg/mL in the insoluble fraction
(inclusion bodies). The lethality test in mice showed that the recombinant toxin was
expressed in the form of toxoid, it release additional steps of inactivation of the toxin to
immunize animals. Analysis by Western blotting with anti-beta native antibodies and ELISA
with anti-beta recombinant antibodies - both produced in rabbits - showed that the toxoid has
antigenic and immunogenic similarity in comparasion to the native toxin. These data
demonstrate the use of inclusion bodies for the efficient production of antibodies. Faced with
various inefficient national clostridial vaccines available in Brazil, the results presented in this
study show that the recombinant beta toxin is a strong candidate for the production of a

recombinant polyvalent vaccine against enterotoxemia caused by Clostridium perfringens.

Keywords: Clostridium perfringens; beta toxin; cpb gene; enterotoxemia; expression in

Escherichia coli; inclusion bodies; vaccine
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I.2. Introducgao Geral

O género Clostridium compreende um grupo de microrganismos que sao ubiquos,
anaerobios, Gram-positivos e formadores de esporos. As bactérias desse género
apresentam uma ampla distribuicdo geografica, tendo sido encontradas nos mais diversos
ambientes. Algumas espeécies sao patogénicas, causando doencas chamadas de
clostridioses, que sdo infecgdes e intoxicagbes que acometem animais € humanos devido a
producao de toxinas (Hatheway, 1990). As clostridioses, muitas vezes, possuem evolugao
rapida, impossibilitando medidas de tratamento, levando o doente a morte em poucos dias.

Historicamente, essas doengas vém causando muitas preocupacdes devido ao
grande numero de mortes que provocam. Dentre as clostridioses mais conhecidas
popularmente estdo o tétano, o botulismo e as enterotoxemias, devido ao maior numero de
casos descritos em humanos. O primeiro registro de ocorréncia de tétano € de autoria de
Hipdcrates, que fez descrigdes clinicas da doenga em humanos no século V a.C.. Contudo,
a sua etiologia foi descoberta somente em 1.884 e a primeira vacina para humanos foi
desenvolvida em 1.924. Com os intensivos programas de vacinagdo mundial, os niumeros de
casos de tétano reduziram bastante, demonstrando a importadncia da vacinagao para a
profilaxia e controle das clostridioses (Blencowe et al., 2010).

Clostridium perfringens é o principal agente responsavel por quadros de
enterotoxemias provocadas por clostridios. Esse grupo de bactérias difere em sua
patogenicidade e nas doengas que causam, devido aos diferentes tipos de gendtipos e
toxiotipos que apresentam, causando grandes perdas econdémicas na pecuaria (Petit et al.,

1999). A toxina beta € uma das principais toxinas produzida por essa espécie, sendo
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produzida pelo C. perfringens tipo B e C. Essa toxina esta associada com disenteria em
cordeiros neonatos; enterite hemorragica em bezerros, caprinos e eqlinos; enterite
necrotica em aves domésticas, bovinos, cées, equinos, ovinos, suinos e humanos. Alguns
trabalhos demonstraram que muitas vacinas clostridiais brasileiras confeccionadas de
acordo com metodologias tradicionais séo ineficientes para a imunizagdo de animais
(Azevedo et al., 1998; Lobato et al., 2000; Balsamao et al., 2000; Lobato et al., 2008). A alta
taxa de mortalidade provocada pelas enterotoxemias ressaltam a necessidade da confecgao

de novas vacinas que sejam eficientes contra essas enfermidades.



|
REVISAO BIBLIOGRAFICA



REVISAO BIBLIOGRAFICA

Il.1. Clostridium sp

O género Clostridium compreende um grupo de microorganismos formadores de
enddsporos com espécies, em sua maioria, anaerobias estritas, embora existam espécies
aerotolerantes. As células possuem, geralmente, flagelos peritriquios (Clostridium
perfringens é uma excegéo, ndo possuindo flagelos). A morfologia é de bastonetes, medindo
0,3-2,0 X 1,5-20,0 mm e apresentam pleomorfismo. Bioquimicamente, sdo classificados
como catalase negativos. O género apresenta bactérias Gram-positivas, embora existam
espécies que se corem negativamente no momento da esporulacao (Clostridium tetani) ou
em culturas muito jovens (Clostridium ramosum e Clostridium clostridiiforme). Sao
microrganismos ubiquitarios. Vivem sobre substratos variados, apresentando uma ampla
distribuicdo geogréafica em solos, em agua doce, em agua salgada, alimentos de origem
animal e vegetal; outras vivem como comensais fazendo parte da microbiota residente do
trato gastrintestinal e, as vezes, respiratério do homem e de animais (Hatheway, 1990).

A maioria das espécies ¢é quimiorganotréfica e saprofita. Algumas sao
quimioautotréficas e quimiolitotroficas. Alguns microorganismos podem ser sacaroliticos,
proteoliticos, nenhum ou ambos. Metabolicamente possuem muitas diferengas, com
temperatura étima variando entre 10°C a 65°C (Sterne e Batty, 1975).

Existem cerca de 100 espécies de clostridios. Muitas delas produzem potentes
exotoxinas sendo patogénicas para os animais tanto pela infecgdo de ferimentos quanto
pela absorcdo intestinal das toxinas. Essas infecgbes e intoxicacbes sdo chamadas de
clostridioses e apresentam grande interesse médico e veterinario, pois afetam a saude
humana e, principalmente, a pecuaria, o que causa grandes prejuizos econémicos para os
produtores (Lobato e Assis, 2000).

As principais espécies causadoras de doencas sdo o Clostridium botulinum,
Clostridium chauvoei, Clostridium histolyticum, Clostridium novyi, Clostridium perfringens,

Clostridium septicum, Clostridium sordelii e Clostridium tetani.

11.1.1. Clostridioses

As clostridioses s&o doengas que aparecem endemicamente, frequentemente fatais,
causadas pelas bactérias do género Clostridium. A desproporgédo existente entre a ampla
presenca dos clostridios em varios ambientes e as poucas infeccbes que provocam &
explicada pela pouca capacidade de invasdo que esses agentes exibem. As enfermidades
sdo ocasionadas devido a invasao dos tecidos pelo microrganismo e/ou pela presenga das

toxinas produzidas por ele (Lobato e Assis, 2001). Mas, somente a presenca dos
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microorganismos nao leva ao inicio da doenga. Normalmente, eles estdo presentes no solo,
cadaveres, pastagens e como comensais no tubo digestivo dos animais sadios sem causar
maiores prejuizos a saude. O inicio das doengas depende da presenga dos
microorganismos aliado a diminuicdo do potencial de redugéo local na porta de entrada da
bactéria ou no ambiente em que ela vive. Assim, a falta de oxigénio em ferimentos e nos
tubos digestivos de animais propicia a invasao dos tecidos pela bactéria anaerdbia e sua
maior proliferacédo (Rood et al., 1997).

Os clostridios tém a habilidade de passar por uma forma de resisténcia chamada
esporo e podem se manter potencialmente infectantes no solo por longos periodos, o que
representa um risco significativo para a populagdo animal e humana (Titball et al., 2006). A
formacgédo de esporos propicia a presenga desses microorganismos em varios ambientes,
inclusive em ambientes oxigenados. Diante de condigbes favoraveis, como ambientes
anaerobios, os esporos desenvolvem-se em bactérias metabolicamente ativas. Esses
endodsporos apresentam grande resisténcia, sendo destruidos apenas quando sao
submetidos a temperaturas maiores que 121°C por 3 minutos ou quando sdo expostos a
determinadas concentrag¢des de cloro ou outros desinfetantes (Venczel et al., 1997).

Todos os clostridios patogénicos responsaveis pelas clostridioses produzem toxinas
que sao as causadoras dos principais sintomas e lesbes nos animais afetados. Cada
espécie é caracterizada por possuir um determinado espectro de tipo de toxinas com
propriedades letais, necrosantes, hemoliticas, neurotdxicas, entre outras.

Dentre as doencgas bacterianas causadas por anaerébios, essa doencga esta entre as
que mais preocupam os criadores, devido as perdas econémicas que determinam (Baldassi
et al., 1985). Infecgbes clostridiais tomam muitas formas e permanecem como um problema
comum para produtores, veterinarios de campo e pesquisadores (Songer, 1997; Lobato e
Assis, 2001).

As clostridioses podem ser classificadas, conforme revisado por Lobato e

colaboradores em 2007, em grupos distintos:

a) Mionecroses: Essas infecgdes sao representadas pelo carbunculo sintomatico e
gangrena gasosa, chamada também de edema maligno. O carbunculo sintomatico pode ser
causado por Clostridium chauvoei ou Clostridium septicum. A gangrena gasosa pode ser
causada por Clostridium septicum, Clostridium chauvoei, Clostridium perfringens tipo A,
Clostridium novyi tipo A ou Clostridium sordellii. As bactérias multiplicam-se na musculatura
e tecido subcutaneo, resultando em um quadro de toxemia (Sterne e Batty, 1975). As

enfermidades sdo de aparecimento brusco e podem estar relacionadas a contaminacgdes de
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feridas e praticas de manejo, tais como: tosquia, castragbes, parto e vacinagdo em

condigdes nao assépticas (Roberts e McEwen, 1931; Morris et al., 2002).

b) Enterotoxemias: Essas afeccbes sao causadas pelos agentes Clostridium perfringens
tipos A, B, C, D, e provavelmente o tipo E (Songer, 1996) e, ocasionalmente, Clostridium
sordellii e Clostridium septicum. Esses microrganismos multiplicam no trato intestinal dos
animais e produzem exotoxinas responsaveis pelo quadro nosologico. Apresentam-se como
doengas dos animais jovens e, as vezes, também de animais de mais idade,
freqlentemente, com carater epidémico ou sdo originadas sob a influéncia de fatores
alimentares especificos. Ocorre uma subita multiplicacao e formagao de toxina por parte do
agente no conteudo intestinal, com subseqliente aumento da permeabilidade intestinal e
penetracao das toxinas na corrente sangiinea. Pouco antes da morte € instaurada, muitas

vezes, uma septicemia (Songer, 1996; Songer, 1997; Niilo, 1980).

c) Doengas hepaticas: hepatite necrética e hemoglobinuria bacilar sdo causadas pelo
Clostridium novyi tipo B e Clostridium haemolyticum, respectivamente. Essas doencas estao
associadas ao trematoédeo Fasciola hepatica, porém existem descricdes sem o envolvimento
do parasito na hepatite necrética (Uzal et al.,1996a). A passagem de larvas da Fasciola
hepatica pelo tecido hepatico determina danos que permitem a multiplicacdo das bactérias e
consequente producdo de toxinas, levando a destruicdo de eritrocitos com liberagdo da

hemoglobina (Valent e Cuteri, 1997).

d) Doencgas neurotrépicas: sdo afec¢cdes em que o sistema nervoso é primariamente
acometido. Os agentes envolvidos nesse grupo sado Clostridium botulinum e Clostridium
tetani que causam o botulismo e o tétano, respectivamente. Este grupo de doencas
compreende intoxicagdes provocadas por agentes com formagéao intensa de neurotoxina e
pouca infecciosidade. No botulismo, muitas vezes a ingestdo da toxina botulinica promove a
doenga, sem a presenga da bactéria no animal acometido (Titball et al., 2006). O tétano é
uma doenca causada pela potente neurotoxina tetanospasmina. O inicio da infec¢ao ocorre,
geralmente, através de feridas acidentais ou cirurgicas em contato com esporos do agente
presente em esterco ou nos solos (Bizzini, 1993).

As principais doengas causadas pelos clostridios e o tipo de animal acometido estao

listados no Quadro 1.
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Quadro 1: Principais doengas causadas pelos clostridios.

Espécie de clostridio / Tipo Doencga / Animal acometido

Clostridium botulinum tipo C e D | Botulismo em ovinos, bovinos, martas, caes, macacos,
furbes e diversas espécies de aves tais como ave

doméstica e patos.

Clostridium chauvoei Carbunculo sintomatico dos ovinos, bovinos e,

ocasionalmente nos suinos.

Clostridium colinum Enterite ulcerativa “Quail disease” em codornas, perus e
galinhas.
Clostridium difficile Enterocolite induzida por antimicrobianos no hamster,

coelhos e cobaias. Causa também enterocolite natural

em suinos e potros.

Clostridium novyi tipo A Gangrena gasosa dos bovinos, ovinos, “Big head “ dos

carneiros e no homem.

Clostridium novyi tipo B “Black disease” (hepatite necroética infecciosa dos ovinos

€ bovinos) e morte subita em bovinos e suinos.

Clostridium novyi tipo C Osteomielite em bufalos (Indonésia).

Clostridium novyi tipo D Hemoglobinuria bacilar dos bovinos e doenga do figado

necroético dos ovinos.

Clostridium perfringens tipo A Infeccdbes de ferimentos, mastite gangrenosa,
enterotoxemia dos cordeiro, “yellow lamb”. Seu papel
em outras enterotoxemias €& controverso e seu

isolamento n&o é prova evidente de doencga.

Clostridium perfringens tipo B Enterotoxemia dos cordeiros, bezerros, ovinos, caprinos

e potros.

Clostridium perfringens tipo C Enterotoxemia dos ovinos, bezerros, cordeiros e leitdes.

Clostridium perfringens tipo D Enterotoxemia em ovinos, cordeiros e caprinos.

Clostridium septicum Edema maligno nos eqlinos, bovinos, ovinos e suinos.
Gangrena gasosa, “braxy” nos ovinos, “navel-ill” dos
cordeiros, carbunculo sintomatico nos suinos e

dermatite gangrenosa nas aves.

Clostridium spiroforme Enterotoxemia espontanea ou induzida por

antimicrobianos em coelhos.

Clostridium tetani Tétano em todas as espécies animais.

Clostridium villosum Abscessos espontaneos em gatos.

Fonte: Gomes, 2007.
8
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11.2. Enterotoxemias

Enterotoxemias sao doencas causadas por toxinas produzidas no trato
gastrointestinal, principalmente pelo C. perfringens e com menor frequéncia por C. septicum
(Songer, 1996) e C. sordellii (Al-Mashat e Taylor, 1983 a, b). Os diferentes tipos de C.
perfringens sao classificados como A, B, C, D e E em relagéo a produgéo de suas quatro
diferentes exotoxinas principais: alfa, beta, épsilon e iota (Niilo, 1980). Entretanto, o agente
produz varias outras exotoxinas chamadas de secundarias (McDonel, 1986).

Clostridium perfringens € naturalmente encontrado nas pastagens e no trato
gastrointestinal de animais sadios e o controle de sua proliferacao excessiva é realizado por
outros microorganismos que também estdo presentes normalmente no tubo digestivo dos
animais. Além disso, o préprio movimento dos alimentos ao longo do trato gastrointestinal
ajuda a eliminar as toxinas produzidas por essas bactérias. No entanto, se ocorrer uma
estase intestinal ou uma alteragdo na microbiota digestiva, os clostrideos podem multiplicar-
se excessivamente até provocar uma enterotoxemia. Essa multiplicacdo excessiva possui
fatores ligados tanto ao animal quanto ao meio ambiente, relacionando-se, principalmente,
ao manejo e a alimentagdo oferecidos pelos criadores. Mudangas bruscas do tipo de
alimentacédo, sobrecarga alimentar, dietas ricas em gréos, ingestdo de grande quantidade de
leite, consumo de forragens imaturas, ragdes ricas em proteina e carboidratos podem levar
a grandes niveis de fermentagdo, o que é um grande fator de risco associado aos surtos
dessa doenga em animais confinados (Jensen e Mackey, 1974).

Como, muitas vezes, todos os animais de uma criacdo sdo submetidos aos mesmos
fatores de risco, as enterotoxemias podem provocar a morte simultidnea de varios individuos
em um mesmo lote. E impossivel eliminar os clostridios presentes no solo e no tubo
digestivo dos animais e, por outro lado, no dia-a-dia de uma fazenda, ¢é dificil controlar todas
as mudangas de alimentagdo e manejo do rebanho que podem levar a um quadro de
enterotoxemia. Diante disso, a melhor prevencéo baseia-se na aplicagéo de vacinas (Lobato
e Assis, 2000).

1.2.1. Diagnéstico

Diagnosticar ou reconhecer qual ou quais clostridioses ocorrem na propriedade é o
primeiro passo para controlar efetivamente a doenca. Dentre as clostridioses, as
enterotoxemias sdo, sem duvida, as que mais chamam a atencdo de produtores e
veterinarios. Até o presente momento, existe uma baixa freqléncia de diagndstico

laboratorial de enterotoxemia bovina no Brasil (Uzal e Songer, 2008). Como o Clostridium
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perfringens € um comensal do trato gastrointestinal, somente o isolamento do
microrganismo nao € suficiente para o diagnoéstico, ja que a doenga ocorre apenas quando
ha proliferagdo excessiva da bactéria. Nos casos de endemias, o exame “post-morten” é
muito importante para evitar maiores perdas. Nesse exame, o conteudo do intestino delgado
corado pelo método de Gram, com freqliiéncia, contém elevado numero de bacilos Gram
positivos, semelhantes aos C. perfringens. Esta prova possui um valor limitado devido a
rapida multiplicagao bacteriana que ocorre apdés a morte em todas as porgdes intestinais. O
diagndstico confirmatorio esta na dependéncia direta da detecgao das toxinas produzidas
pelo agente e, isto, geralmente, ocorre apenas em condicées nao-fisiolégicas (Lobato e
Assis, 2001). Assim, um fator de grande discussdo no campo diz respeito ao diagnéstico da
enterotoxemia bovina.

Diante do exposto, a deteccdo de toxinas em conteudo intestinal é o critério mais
aceito atualmente. O método convencional para deteccado destas toxinas é o teste de
soroneutralizacdo em camundongos. Essa metodologia, por apresentar grande
especificidade e mesmo sensibilidade é considerada a técnica de referéncia para o
diagndstico sorolégico das infecgdes (Uzal e Songer, 2008). Entretanto, devido a discussdes
éticas sobre o uso de animais, essa metodologia estd sendo gradualmente substituida por
metodologias in vitro de grande eficacia, como, por exemplo, a técnica de ELISA (Weddell e
Worthington, 1984; Nagahama et al., 1991; El idrissi e Ward, 1992 a,b; Uzal et al., 2003 a),
emprego de linhagens celulares (Knight et al., 1990; Lindsay et al., 1995; Souza, 2005),
aglutinagdo em latex (Songer, 1997) e contraimunoeletroforese (Uzal et al., 2003). Também
existem diferentes técnicas de PCR que, apesar de ndo detectarem diretamente a(s)
toxina(s) produzida(s) pelos C. perfringens dos tipos A-E, e sim os genes que codificam a
producdo das mesmas, permitem a tipificagdo do C. perfringens envolvido em um
determinado caso ou surto (Uzal et al., 1996b; Uzal et al., 1997; Meer e Songer, 1997;
Vieira, 2006; Lobato et al., 2007)

Clostridium perfringens tipo B produz as toxinas beta e épsilon, enquanto que o tipo
C nédo produz a épsilon e o tipo D ndo produz a beta. Essas diferengas ajudam na
identificacdo do toxiotipo, 0 que é de grande importancia para o correto diagndstico, mas
devem estar associadas com outros achados clinicos. No caso da enterotoxemia caprina e
ovina, por exemplo, além da pesquisa de toxina(s) nos fluidos intestinais, outros sinais
clinicos podem corroborar e auxiliar no diagnéstico definitivo da enfermidade. Em caprinos,
a enterotoxemia é principalmente caracterizada pela ocorréncia de enterocolites (Uzal e
Kelly, 1998) e os cordeiros afetados podem apresentar glicose na urina. Nos ovinos, a toxina
épsilon produz alteragdes nas células endoteliais do cérebro que levam ao aumento da

permeabilidade vascular, produzindo edema cerebral. A alteracdo histolégica mais
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precocemente observada como conseqliéncia a esse processo € o edema proteinaceo
perivascular. Nos animais que sobrevivem por mais que 24 horas, pode-se observar
malacia, que, em casos extremos, pode ser observada macroscopicamente, caracterizando
a encefalomalacia simétrica focal (Uzal e Kelly, 1997).

O isolamento e tipificagdo da toxina podem proporcionar uma prova confirmatéria,
visto que raramente sdo decisivas. A presenca das toxinas beta e épsilon no conteudo
intestinal € o diagnostico de grande relevancia das enterotoxemias. Entretanto, é
recomendavel associar o(s) tipo(s) de toxina(s) encontrado(s) com o histérico dos sinais
clinicos e outros achados de necropsia para melhor controle de epidemias e endemias
(Lobato e Assis, 2001).

1.2.2. Patologia e imunologia da doencga

O papel patolégico das toxinas de C. perfringens ainda ndao € bem conhecido. Muito
do conhecimento sobre a patogénese das infecgdes foi resultado de descri¢des da evolugao
das doengas observadas em animais de campo. No caso de C. perfringens tipo B, principal
toxiotipo alvo do presente trabalho, as observagbes foram realizadas especialmente em
ovelhas e carneiros. A toxina beta é a principal fracio téxica responsavel pela disenteria dos
cordeiros neonatos (Buxton e Donachie, 1991) e pela enterite hemorragica em bezerros,
caprinos e equinos (Frank, 1956; Songer, 1996; Sterne e Batty, 1975). A doenga ocorre
primariamente em animais recém-nascidos devido ao excesso de colostragem e também
por ser o colostro fonte de fatores anti-tripsinicos.

A bactéria ou os esporos sao adquiridos da mae ou do meio ambiente multiplicando-
se no intestino, favorecidos pela fermentagao provocada pela ingestdo abundante de leite.
Esses fatores favorecem tanto a proliferagdo do agente, devido a anaerobiose, como a
disponibilizacdo da toxina beta, resultado da diminuigcdo da sua degradagéo (Barker et al.,
1993). O curso da doengca € super-agudo. Em geral, em poucas horas os animais
apresentam sintomas como dores abdominais, redu¢cao na succgao do colostro e leite, fezes
semi-fluidas e coradas de vermelho. Esses sintomas s&o decorrentes da enterotoxemia
acompanhada de hemorragia e ulceragao do intestino delgado (Songer, 1997). A morte
subita € comum nos casos hiperagudos. Nos quadros agudos, 0os animais param de se
alimentar e passam a apresentar fortes dores abdominais acompanhadas por diarréia
sanguinolenta. Segue-se decubito, coma e morte geralmente em menos de 24 horas apds o

inicio dos sintomas.
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Os animais que sobrevivem por mais dias podem desenvolver no sistema nervoso
central (SNC) uma lesédo conhecida por encefalomalacia focal simétrica (EFS) causada pela
acgao da toxina épsilon (Buxton e Donachie, 1991).

Nesse tipo de enterotoxemia n&do ha produgao de anticorpos neutralizantes nos
animais acometidos que controlem a infecgcdo em tempo abil, devido a rapida evolugao da

doenca.

11.2.3. Tratamento e controle

O tratamento das enterotoxemias, geralmente, ndo é realizado em fungéo do rapido
curso da doenga. O soro contendo a(s) antitoxina(s), quando disponivel, pode ter algum
sucesso quando administrado nos periodos iniciais ou nos casos cronicos da enfermidade,
combinada com a aplicagao de antibidticos (penicilinas ou sulfas). Em alguns casos, o soro
€ administrado antes de cirurgias realizadas nos animais e em animais que possuem grande
valor no mercado, como animais de exposigao e leildo. Como essa doenga pode ter carater
endémico ou epidémico, a prevencgao e o controle, para que ndo haja acometimento de mais
individuos, sdo as medidas mais efetivas contra a enfermidade.

O controle da enterotoxemia pode ser obtido através da redugao da quantidade de
graos e o aumento do consumo de fibras. Jensen e Mackey (1974) recomendam em casos
de epidemia, como método alternativo, a medicagcdo do rebanho com clortetraciclina ou
oxitetraciclina (2,2 mg/kg PV/7-10 dias) ou amdnia quartenaria (2 g/animal/dia), ressaltando
que, no caso de alta incidéncia de timpanismo, o uso do antibidtico devera ser interrompido.

O melhor controle e prevencao baseiam-se na administracdo de vacinas polivalentes.

11.2.4. Vacinas

A profilaxia das clostridioses deve basear-se em medidas adequadas de manejo e
vacinagdes sistematicas de todo o rebanho, ja que os animais estdo em permanente contato
com as bactérias e seus esporos em todas as fases da criacdo, além do contato com os
outros fatores adicionais que podem desencadear as doengas. A prevencao através de
vacinagao apropriada € a melhor maneira de evitar os enormes prejuizos econdmicos
decorrentes da morte subita que pode acometer os animais doentes. No Brasil, ndo existem
vacinas especificas apenas para a enterotoxemia. A protecao é obtida pela vacinagao contra
a clostridiose de modo geral, na qual inclui o Clostridium perfringens na sua formulagao

(Merial Saude Animal, 2010: http://www.merial.com.br/).
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As vacinas clostridiais sdo, na sua maioria, polivalentes e possuem toxoides em sua
formulagao. Os toxdides sao toxinas inativadas através de métodos quimicos ou fisicos, em
que é destruida a sua agao téxica permanecendo somente a agao imunizante especifica. As
vacinas clostridiais contém multiplos antigenos para serem utilizadas como estratégia frente
a uma grande variedade de agentes e suas toxinas (Smith, 1977). Uma boa vacina
polivalente contra clostridiose deve cobrir o espectro de todos os tipos de clostridios
responsaveis por doencgas nos ruminantes; no Brasil, devem ser incluidos o C. chauvoei, C.
septicum, C. perfringens (B ou C e D), C. sordellii, C. novyi e C. tetani. Nas regides onde a
hemoglobinuria bacilar é enzodtica, a vacina polivalente deve incluir também o Clostridium
haemolyticum (Lobato e Assis, 2000).

A confecgdo de vacinas toxodides tradicionais é bastante dispendiosa e trabalhosa,
pois necessita de processos complexos de purificagdo. Elas devem ser elaboradas com
cepas de clostridios altamente toxinogénicas, isto €, que produzam grandes quantidades de
toxinas. Essa capacidade de producdo, na maioria das espécies patogénicas deste género,
esta relacionada com plasmideos e infeccao das células bacterianas por bacteriéfagos, em
que os genes podem estar localizados tanto em regides variaveis do cromossomo ou nos
proprios plasmideos (Petit et al., 1999). Assim, é frequente observar em laboratério que
repiques sucessivos destas amostras in vitro podem levar a perda destes mediadores de
producao toxinogénica, acarretando baixos titulos ou mesmo a perda total da toxigenicidade
das amostras utilizadas para a confecgao das vacinas (Hatheway, 1990). A produgéo de
toxinas clostridiais para atender aos interesses comerciais e industriais € um processo ainda
mais laborioso. E necessaria a utilizacdo de fermentadores que permitem o monitoramento
de grande parte das variantes do processo, sendo que muitos fatores relacionados a cultura
desses microorganismos e a produg¢ao de cada toxina s&o criticos e dificultam o processo.
Além disso, as toxinas devem ser inativadas de tal forma que nao percam suas qualidades
imunogénicas (Jansen, 1961; Pivinick et al., 1964; Pivinick et al., 1965; Smith, 1977; Sakurai
e Duncan, 1979; Rood e Cobe, 1991).

Todos os lotes de toxdides devem ser titulados segundo normas de controle
internacionais, como a Farmacopéia Européia ou o CFR — Code of Federal Regulations
(EUA, 1991). Para alguns clostridios, esta titulacdo €& expressa em Ul (unidades
internacionais), comparando o soro dos animais de laboratério vacinados com o titulo dos
soros de referéncia fornecidos por organizagdes internacionais. O objetivo é assegurar que
os toxoides presentes na vacina realmente protejam efetivamente contra todas as doengas
causadas pelas toxinas dos clostridios que entram em sua composicdo. No Brasil, as
vacinas clostridiais ndo possuem um controle oficial que ateste a qualidade quanto a

inocuidade, esterilidade e poténcia de todos os antigenos. Apesar da existéncia de uma
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portaria para o controle oficial de todos os antigenos das vacinas clostridiais (Brasil, 1997),
atualmente, apenas C. chauvoei e o toxoide botulinico tipos C e D séo avaliados
sistematicamente pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e do Abastecimento (MAPA),
sendo, portanto, a qualidade dos produtos deixados a cargo das industrias produtoras
(Lobato e Assis, 2000).

Diante disso, existem muitos trabalhos que demonstram a baixa qualidade e
ineficiéncia de muitas vacinas clostridiais comercializados no pais. Balsamao e col. (2000)
avaliaram a poténcia de cinco vacinas comerciais para Clostridium sordellii e verificaram que
apenas duas atendiam as exigéncias das normas de controle internacionais. Lobato e col.
(2008) avaliaram a eficiéncia de 12 vacinas comerciais contra clostridioses que continham
em sua composicao C. septicum e constataram que 7 delas, ou seja, a maioria, ndo induziu
a formacgéao de anticorpos conforme os parametros de referéncia. Para atestar a eficiéncia de
algumas vacinas contra enterotoxemias, Azevedo e col. (1998) testaram a resposta de
antitoxinas beta e épsilon de C. perfringens induzida em coelhos por sete vacinas
comercializadas no Brasil, sendo que seis de producao brasileira e uma importada. Foi
constatado que somente a vacina importada induziu respostas de anticorpos neutralizantes.
Em 2000, Lobato e col. também avaliaram a resposta dessas antitoxinas induzidas em
coelhos e bovinos por seis vacinas comerciais disponiveis no pais. Foi verificado que
apenas duas delas atendiam as exigéncias das normas de controle internacionais. Dessa
maneira, observa-se que muitas das vacinas clostridiais comercializadas sdo ineficientes
para estimular resposta imune compativel com os niveis de teste recomendados para
controle destes produtos. Esta havendo um grande incremento na produgdo de vacinas
indicadas para clostridioses no Brasil, devido ao surgimento de novas enfermidades e
agravamento de outras, que sao resultantes das modificagdes ocorridas nos sistemas
criatérios do Pais (Lobato e Assis, 2001). Assim, é necessario um maior controle da
qualidade dessas vacinas e desenvolvimento de novas metodologias com resultados mais
homogéneos e confiaveis.

A partir dos anos 70, as evolugdes no campo da biologia molecular abriram as portas
para novas tecnologias de produgdo de vacinas, as vacinas recombinantes. Essas
tecnologias exigem um conhecimento muito maior dos patégenos e dos antigenos de
interesse, mas apresentam-se com resultados mais precisos, puros e homogéneos do que
as tecnologias anteriores. Desde a formulagdo da primeira vacina recombinante e sua
licenciacdo em 1986 — a vacina contra hepatite B -, varias outras vacinas com essa
metodologia vem sendo formuladas e comercializadas com grande sucesso, demonstrando
que essa tecnologia € a melhor escolha para a confeccdo de novas vacinas (Homma et al.,
2003).
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II.3. Clostridium perfringens

1.3.1. Caracteristicas morfoldgicas e fisico-quimicas

Clostridium perfringens é um bacilo Gram positivo, formador de esporo oval-
subterminal, apresenta capsula, € imével e tem intensa atividade metabdlica em alimentos.
Uma das caracteristicas mais importantes dessa espécie é sua capacidade de multiplicagdo
em temperatura alta, estando 6tima entre 37°C e 45°C. O pH ideal para sua multiplicagao
esta entre 5,0 e 8,0, necessitam de 13 aminoacidos essenciais para crescer e nao sdo muito
tolerantes a pouca quantidade de agua (Cato et al., 1986; Franco e Landgraf, 1996). Como
algumas outras espécies de clostridios, apesar de ser classificado como microorganismo
anaerobio, o Clostridium perfringens pode sobreviver e crescer na presenga de oxigénio
(McClane et al., 2006).

Esse microorganismo pode sobreviver em condigdes fisico-quimicas adversas, como
variagcdes de temperatura, dissecagdo e acidez do meio através da formacédo de esporos
resistentes por diferenciagéo da célula bacteriana vegetativa que exige maior resisténcia e
baixo metabolismo da bactéria (Cato et al., 1986). A temperatura para o seu cultivo pode
variar entre 12-50°C, com o crescimento lento na temperatura a 20°C. Em temperatura 6tima
de crescimento (37-45) as colénias crescem rapidamente, atingindo tempo de geragao de 8
a 10 min, apresentando vigorosa produgéo de gas (Adams e Moss, 1995). Em agar sangue,
as UFC’s formam colonias arredondadas, umbilicadas e brilhantes. Pode ser visualizada
zona externa de hemolise completa nas coldnias, causada pela toxina alfa, e elas podem ser
circundadas por um halo interno de hemolise incompleta causada pela toxina theta (Quinn et
al., 2005).

11.3.2. Genétipo e Toxiotipo

A primeira sequéncia genémica completa de C. perfringens foi publicada por Shimizu
e colaboradores em 2002 como a primeira bactéria anaerdbia patogénica a ser totalmente
sequenciada. O cromossomo da linhagem 13 de Clostridium perfringens tipo A (figura 1) foi
sequenciado apresentando 3.031.430 bp, que compreendem 2.660 regides codificadoras de
proteinas, 10 genes de rRNA e 96 tipos de genes para tRNA. Foi encontrado um baixo
conteudo de G+C de 28,6% (Shimizu et al.; 2002).
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Clostridium perfringens

strain 13
3,031,430 bp

Figura 1 - Mapa circular do cromossomo de Clostridium perfringens. O circulo
exterior mostra a escala. O anel 1 mostra a sequéncia de codificacdo por fita de DNA
(sentido horario e sentido anti-horario); o anel 2 mostra as posi¢oes dos genes de
rRNA; o anel 3 mostra o conteudo GC; o anel 4 mostra as posi¢coes dos genes de
germinagao e esporulagédo e o anel 5 mostra as posigdes dos genes relacionados com
viruléncia. Utilizou-se a seguinte categoria funcional no anel 1: metabolismo
intermediario e fermentagdo (amarelo), caminhos da informagdo (rosa), proteinas
reguladoras (azul céu), proteinas hipotéticas conservadas (laranja), proteinas de fungao
desconhecida (azul claro), sequéncias de insergao e fungdes relacionadas com fagos
(azul), RNAs estaveis (roxo), parede celular e processos celulares (verde escuro),
viruléncia (vermelho), desintoxicagdo e adaptagao (branco), esporulagéo e germinagéao
(preto).(Adaptado de Shimizu, et al., 2002)
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Estudos da biologia molecular demonstraram que C. perfringens apresenta
homologia genotipica com as demais espécies do género Clostridium (Shimizu, et al.; 2002).
Porém, Rood (1998) relatou diferengas fenotipicas marcantes em relagao a outras bactérias
do mesmo género. Dentre elas, sdo citadas a elevada taxa de crescimento bacteriano,
tolerancia moderada ao oxigénio e facilidade de manipulagdo génica do Clostridium
perfringens. O genoma do Clostridium perfringens, quando comparado ao do Clostridium
acetobutylicum - bactéria ndo patogénica -, apresenta como diferenga mais marcante a
presenca de genes de viruléncia. Nos cromossomos, foram detectados dois tipos de genes
codificadores de proteina ligadora a matriz extracelular e cinco genes para hemolisina, todos
relacionados a viruléncia e também descritos em outras espécies de bactérias. O
sequenciamento do genoma também revelou que os genes de viruléncia nado estdo
agrupados em unico locus. Apesar de Clostridium perfringens apresentar regides altamente
conservadas do seu material genético, os genes de uma bactéria podem ser perdidos e
transmitidos horizontalmente para outra. Os genes codificadores da produgdo de toxina e
dos fatores de viruléncia estdo espalhados em varias regides do cromossomo € nos
elementos moveis da bactéria (Shimizu et al., 2002).

As cepas de Clostridium perfringens podem produzir pelo menos 16 fatores de
viruléncia conhecidos: as toxinas alfa (a), beta (B), beta-2 (8-2), gama (y), delta (5), épsilon
(€), eta (n), teta (8), iota (1), kapa (), lambda (A), mu (u) e nu (v); neuraminidase; sialidase;
enterotoxina; hemolisina ndo alfa-delta-teta (Smith, 1979). A espécie é classificada de A a E,
de acordo com a produgéo das quatro toxinas principais: alfa, beta, épsilon e iota. (Quadro
2).

Quadro 2: Classificacédo dos toxiotipos de Clostridium perfringens.

Tipo Alfa Beta Beta-2 Epsilon lota Enterotoxina
A + + +
B + + + +
C + + + +
D + + "
E + + +

Fonte: Petit et al., 1999; Lobato et al., 2007.
Abaixo, devido a importancia das principais toxinas como determinantes da

patogenicidade dos diferentes tipos de C.perfringens, segue-se uma breve descrigdo delas e

sua atuacao no hospedeiro. A figura 2 ilustra como elas atuam na células.
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Toxina alfa. Essa toxina é codificada pelo gene plc que possui origem cromossomal. A
proteina apresenta peso molecular de 43 KDa e é uma fosfolipase C que hidrolisa a
fosfatidilcolina e, em menor proporgéo, a esfingomielina, na dependéncia de ions calcio. Ela
apresenta uma significante homologia com as enzimas fosfolipases C de Bacillus cereus,
Clostridium bifermentans, e Listeria monocytogenes. A acao da toxina alfa caracteriza-se por
hemdlise intravascular, danos capilares, processos inflamatérios, agregagéo plaquetaria e
alteragdes do metabolismo culminando com a morte celular. Foi a primeira toxina bacteriana
a demonstrar atividade enzimatica (Songer, 1996; Petit et al.,, 1999; Sakurai et al., 2004;
Titbal et al., 2006; Lobato et al., 2007).

Toxina beta. E a toxina codificada pelo gene cpb que possui origem plasmidial. A proteina
apresenta peso molecular de aproximadamente 40 KDa e seu mecanismo de acgao ainda
ndo é bem elucidado. Até o momento, devido a sua similaridade com outras toxinas
formadoras de poros nas membranas celulares, acredita-se que sua agao € caracterizada
pelo efeito citotoxico através da formagao de poros, atuando nos canais seletivos para sodio
e potassio, causando despolarizagdo das membranas celulares excitaveis e alteragbes na
permeabilidade vascular do sistema nervoso. Mas, é desconhecida a biologia molecular e
todos os alvos celulares desse efeito citotoxico (Hatheway, 1990; Shatursky et al., 2000;
Tweten, 2001; Lobato et al., 2007).

Toxina beta-2. Essa toxina é codificada pelo gene cpb-2 que possui origem plasmidial. A
proteina apresenta peso molecular de 28 KDa e nao apresenta homologia significativa com
a toxina beta. Ela foi descoberta recentemente e seu mecanismo de agao nao esta
totalmente esclarecido, mas acredita-se que envolve a lise celular através da formacao de
poros na membrana celular (Petit et al, 1999). Investigacbes epidemiologicas
demonstraram a maior ocorréncia do gene cpb-2 entre os animais doentes. Manteca e
colaboradores em 2002 sugerem um sinergismo na a¢ao da toxina alfa e a toxina beta-2 que
provoca o aumento da necrose e a hemorragia de lesdes causadas por C.perfringens tipo A
portadores do gene da toxina beta-2 (Manteca et al., 2002). Esses achados sugerem que a
toxina codificada por este gene tem funcdo relevante no processo patogénico, como
possivel fator de viruléncia (Gibert et al., 1997; Klaasen et al., 1999; Gkiourtzidis et al., 2001;
Bueschel et al., 2003; Lobato et al., 2007)

Toxina épsilon. E a toxina codificada pelo gene etx que possui origem plasmidial. A
proteina é secretada na forma de protoxina, com peso molecular de 32,7 KDa e, pela acao

da ftripsina intestinal € convertida na forma ativa, com peso molecular de 31,2 KDa.
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(Hatheway, 1990; Petit et al 1999). Apresenta agcdo dermonecrotica e letal, produzindo
edema no figado, rins e sistema nervoso central (Buxton e Donachie, 1991; Barker et al.,
1993; Lewis, 2000; Fernandez-Miyakawa et al., 2007). Seu mecanismo de agao envolve a
ligagdo especifica a receptores na superficie das células endoteliais promovendo a
desestabilizacdo da membrana com alteragcdo da permeabilidade vascular com resultante
escape de liquidos e destruicao celular. Na enterotoxemia causada pelo C. perfringens tipo
D, essa toxina é quase que exclusivamente responsavel pela patologia e morte do
hospedeiro (Nilo, 1980; Songer,1996; Lobato et al., 2007).

Toxina iota. Essa toxina é formada por duas subunidades protéicas imunologicamente
distintas. Uma das subunidades é denominada de iota A, codificada pelo gene iap, que
possui origem plasmidial, com o polipeptideo apresentando peso molecular de 47,5 kDa e
atua como um componente enzimatico. A outra subunidade é denominada de iota B,
codificada pelo gene ibp, também de origem plasmidial, com o polipeptideo apresentando
peso molecular de 105 kD e atua como componente de ligagao (Stiles e Wilkins, 1986a;
Stiles e Wilkins, 1986b; Petit et al., 1999). A toxina iota é produzida na forma de protoxina,
sendo ativada na presenca de enzimas proteoliticas. Seu mecanismo de agdo envolve
desorganizagao do citoesqueleto das células através da despolimerizagao dos filamentos de
actina e a inibicdo das fungbes celulares que sdo dependentes do citoesqueleto, com
consequente morte celular (Stiles e Wilkins, 1986b; Perelle et al., 1993; Songer, 1996; Petit
et al., 1999; Marvaud et al., 2002; Lobato et al., 2007).

Enterotoxina. A toxina é codificada pelo gene cpe que possui origem cromossomal e/ou
plasmidial. A proteina apresenta peso molecular de 35 kDa. Seu mecanismo de acao
envolve a ligagdo com receptores especificos na superficie das células epiteliais do intestino
dos animais, levando a formacédo de poros e desequilibrio osmético da célula com

consequente lise celular (Li e McClane, 2006; Lobato et al., 2007).
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Figura 2 - Representacao esquematica dos alvos e modos de acdo das toxinas e
enzimas hidroliticas de Clostridium perfringens. (a) A maioria das toxinas de C.
perfringens atua na membrana celular. A toxina a é prejudicial a membrana (azul
escuro), pois possui atividade de fosfolipase C
esfingomielinase. As toxinas formadoras de poros (verde) reconhecem receptores
especificos de membrana: colesterol (marrom) para a toxina 6 (PfoA),
Gangliosideo GM2 (lilas) para toxina &, e um receptor de proteina (roxo) para
enterotoxina (CPE), que se associa com outra proteina de membrana
(laranja) para formar um grande complexo. As toxinas B1e B2 podem ser prejudiciais a
membrana, ja que a toxina 31 mostra significativa homologia com as toxinas a e y de
Staphylococcus aureus, que formam poros na membrana celular. A toxina € forma um
grande complexo com uma proteina de membrana e altera a permeabilidade celular.
Em contrapartida, a toxina 1, que € uma toxina binaria (vermelho), atua dentro da
célula. O componente obrigatério (Ib) medeia a interiorizagdo do componente
enzimatico (la) que catalisa a ADP ribosilagdo de monémeros de actina, levando a
despolimerizagao do citoesqueleto. (b) C. perfringens também produz diversas
enzimas hidroliticas, que atuam como fatores de viruléncia adicionais nas
lesbes gangrenosas, favorecendo a degradacdo dos substratos extracelulares e
células lisadas, fornecendo, assim, nutrientes para o crescimento de C. perfringens.
(Adaptado de Petit, et al., 1999)
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Para muitas bactérias patogénicas, o sequenciamento completo do genoma
proporciona a investigagédo de fatores de viruléncia relacionados a invasdo de células,
mecanismos de defesa contra o sistema imune do hospedeiro e outras proteinas que podem
ser utilizadas como alvos para a elaboragao de vacinas. No género Clostridium, as bactérias
apresentam pouca invasividade dos tecidos, com sua patogenicidade baseiando-se na
produgcao de toxinas. Dessa forma, a melhor estratégia vacinal contra C.perfringens é

baseada na confecgéo de vacinas polivalentes de toxoides.

11.3.3. Clostridium perfringens tipo B e C — perfil das enterotoxemias causadas

pela toxina beta

O Clostridium perfringens tipo B produz, pelo menos, as toxinas alfa, beta e épsilon
(Petit, et al., 1999) e pode causar enterotoxemias em animais e humanos. As toxinas beta e
épsilon causam os sintomas de disenteria em cordeiros neonatos (Buxton e Donachie, 1991)
e estdo associadas a enterite hemorragica em bezerros, caprinos e equinos (Frank, 1956;
Sterne e Batty, 1975; Songer, 1996). O Clostridium perfringens tipo C produz, pelo menos as
toxinas alfa, beta e beta-2 e é responsavel por casos de enterotoxemias do tipo enterite
necrética em seres humanos, aves domésticas, bovinos, caes, equinos, ovinos € suinos
(Sterne e Batty, 1975; Mackinnon, 1989; Buogo et al., 1995). A enterite necrética em
humanos causada pelo tipo C é chamada de “Pigbel” e foi descrita ocorrendo também em
pacientes diabéticos (Petrillo et al., 2000; Matsuda et al., 2007). Por razdes ainda nao
totalmente elucidadas, as enterotoxemias causadas pelo tipo B e C sio relatadas somente
em certas regibes do mundo, mas apresentam-se presentes nos diferentes continentes
(Barker et al., 1993; Songer, 1996; Lewis, 2000).

Os leitdes sdo os animais domésticos mais afetados pelo C. perfringens tipo C e
apresentam maior suscetibilidade a infeccdo na primeira semana de vida (Fitzgerald et al.,
1988; Johnson et al., 1992; Buogo et al., 1995). Nos ovinos jovens, o curso da infec¢ao por
esse toxiotipo lembra o descrito para a desinteria dos cordeiros. Nos animais adultos,
porém, pode surgir um quadro de enterotoxemia hiperaguda denominado “struck”. Essa
denominacdo deriva da morte extremamente rapida associada a essa condigdo, que
geralmente deixa a impresséo de que o animal foi atingido por um raio — “struck by lightning”
(Timoney et al., 1988; Songer, 1996). O gene da toxina beta-2, o cpb-2, ja foi encontrado em
4 toxiotipos de C. perfringens - A, C, D e E (Gibert et al., 1997). Investigagdes
epidemiolégicas demonstraram a maior ocorréncia do gene cpb-2 entre os animais doentes.
Muitas infecgdes causadas por diferentes C. perfringens contendo a toxina beta-2 foram

atribuidas a C. perfringens tipo C (Klaasen et al., 1999), demonstrando a dificuldade da
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elucidagao do papel patologico das diferentes toxinas de C.perfringens e suas interagdes no
curso das enterotoxemias.

O papel patolégico e a atuagédo das toxinas do toxiotipo B durante a evolugao das
doencgas também é pouco conhecido. Sabe-se que a beta toxina é responsavel por doencas
produzidas pelo toxiotipo C e a toxina épsilon é responsavel por infeccoes causadas pelos
toxiotipo D (Songer, 1996). Mas, pouco é conhecido sobre o papel dessas toxinas durante a
evolugao das infecgdes causadas pelo toxiotipo B. Observa-se que os animais acometidos
por infecgbes causadas por esse toxiotipo podem apresentar sinais clinicos e lesdes
similares as infecgdes causadas pelo toxiotipo C — enterite necrética - ou similares as
causadas pelo toxiotipo D — alteragbes neurolégicas (Barker et al., 1993; Lewis, 2000;
McClane et al., 2006; Fernandez-Miyakawa et al., 2007).

A toxina beta é descrita como sendo bastante sensivel a digestdo por tripsina.
Animais com baixa taxa de tripsina intestinal, como os recém-nascidos, sao mais
susceptiveis a infeccdes por isolados de C. perfringens que produzem a beta toxina
(Songer, 1996). Em contraste, a toxina épsilon requer protedlise por tripsina ou por outra
protease intestinal ou bacteriana para torna-se uma toxina totalmente ativa (Miyata et al.,
2001). Esses efeitos opostos da tripsina na atividade dessas duas toxinas podem indicar
que, quando elas estdo presentes no intestino devido a infecgbes causadas por C.
perfringens tipo B, diferentes condicbes intestinais poderiam selecionar a atividade
predominante da toxina beta sobre a toxina épsilon ou vice-versa. Outra possibilidade seria
a variagao das caracteristicas toxinogénicas de diferentes linhagens como determinantes da
variagdo de sinais clinicos e lesbes das infecgbes causadas pelo toxiotipo B (Fernandez-
Miyakawa et al., 2007).

Devido a grande relevancia da toxina beta para o presente trabalho, ela sera

abordada com maiores detalhes.

1.3.3.1. Toxina beta de Clostridium perfringens

A toxina beta é codificada pelo gene cpb que possui 1524 pb e esta localizado em
um grande plasmideo presente em Clostridium perfringens tipo B e C (Hunter et al., 1993;
Rood, 1998; Petit et al., 1999). Ela é sintetizada como uma proteina de 336 aminoacidos,
sendo que os primeiros 27 residuos constituem o peptideo sinal para sua secregdo. A
proteina secretada possui uma massa molecular predita de 34,861 KDa (Hunter et al., 1993)
e apresenta alta sensibilidade a acao da tripsina, diferente de outras proteinas que precisam
da tripsina para serem ativadas (Mcdonel, 1980; Sakurai e Duncan, 1977; Songer, 1996).

Acredita-se que essa toxina apresenta acdo citolitica, dermonecrética e letal, sendo a
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possivel responsavel pelo processo de necrose hemorragica das mucosas e pelas
alteragdes relacionadas com o sistema nervoso central de animais e humanos induzidas
pelo C. perfringens (Petit et al., 1999; Songer, 1996). O mecanismo de agao da toxina ainda
nao foi bem elucidado. Ela é mais sensivel a agcdo de enzimas proteoliticas, temperaturas
elevadas e outros fatores ambientais do que as demais toxinas principais do C. perfringens,
o que dificulta maiores estudos sobre sua agéo (Nlilo, 1980).

Essa toxina foi primeiramente purificada e parcialmente caracterizada por Sakurai e
Duncam (1977 e 1978). Em 1993, Hunter e colaboradores, usando uma sonda de
oligonucleotideos concebidos com base na sequéncia N-terminal da toxina purificada,
isolaram o gene da toxina beta de C. perfringens tipo B e realizaram a clonagem e o
sequenciamento desse gene. Eles observaram uma significante homologia com a estrutura
da hemolisina alfa (28% de similaridade), com os componentes A e B da hemolisina gama
(22 e 28% de similaridade, respectivamente) e componentes S e F da leucocidina (17 e 28%
de similaridade, respectivamente) de Staphylococcus aureus, que sao toxinas formadoras
de poros na membrana celular (Manich et al., 2008). Além disso, ela apresenta significante
homologia de aminoacidos com a toxina delta (43% de identidade e 63% de similaridade) e
com a toxina alfa de C. perfringens que também formam poros na membrana celular
eucariotica, sendo esses mais indicios da sua possivel agao (Petit et al., 1999; Nagahama et
al., 2003; Manich et al., 2008). Ela ndo apresenta homologia de aminoacidos significante
(15% de homologia) em relacdo a toxina beta-2 e, também, elas s&o fracamente
correlacionadas imunologicamente (Gibert et al., 1997; Schotte et al., 2004).

Os mecanismos moleculares da acao da toxina beta ainda ndo sdo bem elucidados,
mas, diante do exposto, acredita-se que ela € uma toxina formadora de poros na membrana
celular. A importancia dessa toxina em doencgas que acometem animais e humanos tem sido
demonstrada através de estudos de imunizacdo usando o toxdide da toxina beta. Quando
imunizados com esse toxdide, os povos das tribos de Papua-Nova Guiné obtiveram uma
reducdo em cinco vezes na incidéncia de enterite necroética (Lawrence, 1990). Também foi
observado diminuicdo de aproximadamente 30% de mortalidade em leitbes nos quais foi
administrado o toxdide durante a manifestacéo de enterocolite necrotizante (Springer, 1999).

Estudos mais aprofundados sobre sua atividade sao dificultados pela auséncia de
linhagens celulares que sejam susceptiveis a toxina beta para investiga¢des in vitro de sua
atividade. Steinthorsdotti e colaboradores (2000) demonstraram que essa toxina pode
formar complexos multiméricos em células endoteliais de veias de cordao umbilical humano,
0 que sugere que ela pode oligomerizar, uma caracteristica comum de muitas toxinas
formadoras de poros. Além disso, foi demonstrado que a toxina pode causar a liberacao do

acido aracdobnico e o escapamento de inositol dessas células endoteliais, mas nio esta
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elucidado se isso & um efeito direto da formacgado de canais transmembrana ou um efeito
celular indireto, ainda nado elucidado, da toxina (Steinthorsdotti et al., 2000). Em 2000,
Shatursky e colaboradores demonstraram que a toxina beta recombinante provoca um
aumento na condutancia de membranas lipidicas por inducdo da atividade de canais de
cation. Esses dados confirmam as hipdteses anteriores de que a toxina beta possui sua
acao letal baseada na formagdao de poros na membrana celular e esses poros seriam
seletivos em relagdo a cations. Em 2003, Nagahama e colaboradores testaram 10 linhagens
celulares (células Vero, células CHO, células MDCK, células CHO-K1, células COS-7,
células P-815, células PC12, células Hela, células de intestino 407 e células HL 60) na
tentativa de encontrar qual poderia ser suceptivel a toxina beta. Foi verificada a atuagao da
toxina somente nas células HL 60 por ligacdo a complexos lipidicos da membrana (“lipid
rafts”), formando uma oligbmero funcional com 228 kDa. Miclard e colaboradores (2009)
realizaram investigagdes imunohistoquimicas de tecidos de um diabético adulto que morreu
de enterite necrética e sugeriram que a necrose vascular possui relagdo com a interagao
direta da toxina beta e células endoteliais.

Embora evidéncias demonstrem que a toxina beta forma poros na membrana celular,
os alvos celulares e o seu papel nas infecgdes causadas por Clostridium perfringens tipo B e
C néo estdo bem elucidados. As descobertas de Shatursky e colaboradores (2000),
Nagahama e colaboradores (2003) e Miclard e colaboradores (2009) podem ajudar na
elucidacdo dos mecanismos moleculares de letalidade dessa toxina e evolugdo dessas
infecgbes. Os estudos de imunizagédo sugerem que a anti-toxina beta provoca diminui¢ao da
incidéncia de enterotoxemias e de mortalidade causadas por C.perfringens tipo B e C em
animais e humanos (Lawrence, 1990; Springer, 1999; Tweten, 2001). Esses achados
demonstram a importancia dessa toxina em doencas e ressalta a necessidade de maiores

pesquisas para a confecgao de vacinas com o seu toxoide.

I.4. Expressao heteréloga de proteinas em Escherichia coli

Em biotecnologia é grande a demanda por proteinas puras e funcionais mas, a
maioria € produzia em pequenas quantidades quando sao utilizados métodos tradicionais de
obtengao e purificagao de proteinas. Com o advento da engenharia genética e a tecnologia
do DNA recombinante, a introdugdo de genes codificantes em células hospedeiras
facilmente cultivaveis permitiu a producao de proteinas puras e funcionais a custos mais
baixos, com maior grau de purificagcdo e em menor tempo. Os genes sao introduzidos apos

promotores regulaveis presentes em elementos genéticos independentes, os plasmideos
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(Yokohama, 2003). Essas construgdes genéticas apresentam, assim, caracteristicas que
sdo de grande interesse para os pesquisadores e para as industrias.

Escherichia coli é, ainda, o veiculo mais utilizado para a producdo de proteinas
recombinantes, devido ao seu genoma ser bem caracterizado e ao intenso aperfeicoamento
das inumeras ferramentas disponiveis para a sua manipulagao genética (Chou, 2007). Além
do acumulo de informacdes sobre sua genética, existe um grande conhecimento sobre sua
fisiologia, bioquimica e biologia molecular, o que a coloca como primeiro sistema de escolha
para a expressao de muitas proteinas heterélogas (Makrides, 1996). Os varios sistemas de
expressao génica utilizados nessa bactéria apresentam muitas caracteristicas atrativas,
como controle da expressao génica e estratégias que facilitam a purificagdo de proteinas
(Terpe, 2006). Esses sistemas proporcionam uma alta produg¢ao de proteinas recombinantes
e 0 seu enderegcamento para os compartimentos intra-celulares, incluindo o citoplasma,
membrana interna, periplasma e membrana externa (Cornelis, 2000; Lee et al., 2003) ou sua
secrecao para o meio extra-celular (Choi e Lee, 2004; Georgiou e Segatori, 2005).

Apesar da literatura cientifica descrever o sucesso de varios sistemas de expressao
heteréloga com diferentes genes clonados, cada gene apresenta suas particularidades.
Muitas vezes, o sucesso de uma clonagem e expressao heterdloga é realizada de forma
empirica, com sistemas funcionando bem para alguns genes enquanto que, para outros,
isso ndo ocorre. Existem muitas publicagcbes com excelentes técnicas e protocolos de
manipulagdo genética, bioquimica e fisioldgica em E.coli que podem ajudar os
pesquisadores na obtencdo de altos niveis de expressdo génica, mesmo em condi¢des
adversas (Baneyx, 1999; Baneyx e Mujacic, 2004; Hartley, 2006; Makrides, 1996; Sorensen
e Mortensen, 2005a,b; Swartz, 2001; Weickert et al., 1996).

11.4.1. Vetores série pET

Varios vetores comerciais encontram-se disponiveis para a expressao de proteinas
em Escherichia coli. Um dos mais poderosos sistemas de expressao sao aqueles
pertencentes a série pET (plasmid for expression by T7 RNA polimerase, Novagen) que
promove grandes niveis de expressao através da RNA polimerase do bacteriéfago T7,
apresentando grande estabilidade e versatilidade com diferentes estratégias para a
purificacdo protéica. Os genes alvos sao clonados no plasmideo pET sob o forte controle
transcricional do promotor T7. A expressao ocorre através da indug¢ao da produgao da RNA
polimerase T7 que, entdo, se liga ao promotor T7 e promove a transcricdo do gene alvo.
Essa RNA polimerase é tado ativa e seletiva que quase toda a maquinaria da bactéria &

convertida para a expressao do gene de interesse. O produto desejado pode corresponder a
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mais de 50% das proteinas bacterianas, apds poucas horas de indugdo. Outro importante
beneficio desse sistema é sua habilidade de manter genes transcricionalmente silenciados
no periodo antes da inducdo, o que permite o crescimento bacteriano, ja que, muitas vezes,
a proteina de interesse é tdxica para a célula dificultando ou impedindo o metabolismo
celular normal (Jonasson et al., 2002).

Proteinas recombinantes produzidas na forma intracelular podem ser acumuladas na
forma soluvel, na forma insoluvel formando corpos de inclusao ou podem ser acumuladas
com uma parte solivel e uma parte como corpos de inclusdo. E impossivel predizer se o
produto de um gene sera soluvel ou insoluvel dentro da célula hospedeira, para tanto, séo

necessarias investigagdes empiricas (Jonasson et al., 2002).

1.4.2. Corpos de inclusao

Os corpos de inclusdo sao depdésitos protéicos, amorfos e densos, que podem ser
encontrados tanto no citoplasma quanto no espacgo periplasmatico da bactéria (Georgiou e
Valax, 1999). Apesar de serem particulas densas, eles sdo altamente hidratados e mostram
uma arquitetura porosa (Carrié et al., 2000). Entre os mais importantes fatores que
influenciam a formagao desses depodsitos protéicos estao a taxa de expressao protéica e a
presenca de pontes dissulfetos, mas a hidrofobicidade e o tipo de fusdo também possuem
um impacto significante (Swartz, 2001).

Para tentar minimizar a formagao de corpos de inclusdo, alguns pesquisadores tém
propostos métodos que podem evitar a formagao desses agregados através do controle de
parametros como crescimento das culturas em temperaturas mais baixas (Chalmers et al.,
1990), reducdo da taxa de expressdo do gene de interesse (Galloway et al., 2003), co-
expressao das proteinas de interesse com chaperonas (Wall e Plickthun, 1995), engenharia
de proteinas (Murby et al., 1995; Forrer e Jaussi, 1998), entre outras.

Um grande desafio é tirar vantagem dos altos niveis de expressao de proteinas na
forma de corpos de inclusdo, sendo capaz de converté-los em produtos bioativos sollveis
(Sorensen e Mortensen, 2005b) ou utiliza-los na forma insolavel (Clark, 2001; Middelberg,
2002). Essa expressao de proteinas na forma de agregados intracelulares pode ser
vantajosa, pois, além da grande quantidade de proteinas produzidas, grande parte delas
esta protegida da degradacao proteolitica. Quando a proteina de interesse é téxica ou letal
para a célula hospedeira, sua obtencdo na forma insoluvel pode ser o método mais viavel

para sua producao (Misawa e Kumagai, 1999).

11.5. Relevancia do Projeto
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O Brasil situa-se, no contexto atual, como celeiro mundial em termos de agronegdcio.
Esse setor corresponde a aproximadamente 26,4% do PIB nacional, sendo que, dessa
porcentagem, a pecuaria corresponde a 28,9% (MAPA, 2008). O pais possui um dos
maiores rebanhos de aves, bovinos, ovinos e caprinos do mundo, conforme ultimos dados
de 2010 do Instituto Brasileiro de Geografia (IBGE, 2010). Atualmente, as carnes sao o
sexto produto mais exportado (MDIC, 2010) e o pais € o maior exportador de carnes de
aves e de bovinos do mundo (USDA, 2010). Assim, a pecuaria apresenta importancia
econdmica bastante expressiva, tanto para o consumo interno quanto para a exportagao.

Diante desse contexto, o tratamento, controle e profilaxia das doengas de animais
confinados apresentam grande interesse por parte dos produtores e do governo. Dentre as
principais doengas, as clostridioses estao entres as mais fatais e estao distribuidas por todo
o Brasil e, muitas vezes, possuem evolugao rapida, impossibilitando medidas de tratamento.
Dessa maneira, a melhor maneira de conter essas doencas é através de vacinacdes
sistematicas de todo o rebanho com vacinas de eficiéncia comprovada (Lobato e Assis,
2000). Nosso grupo de pesquisa realiza projetos que possuem como objetivo principal o
desenvolvimento de uma vacina recombinante polivalente contra enterotoxemias
provocadas por Clostridium perfringens. O primeiro trabalho realizado com essa proposta,
uma tese de doutorado, teve como objetivo a “Clonagem e expressao do gene da toxina
épsilon de Clostridium perfringens tipo D e sua aplicagdo na imunizacdo de animais”. Os
bons resultados alcancados nesse trabalho propiciaram duas publicagcdes em periédicos:
Souza et al., 2010 e Lobato et al., 2010. Continuando nessa linha de pesquisa, o presente
trabalho contribui expressivamente para o desenvolvimento de uma nova vacina polivalente

contra enterotoxemias provocadas por Clostridium perfringens.
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OBJETIVOS

lll.1. Objetivos gerais

Clonagem e expressao do gene da toxina beta de Clostridium perfringens tipo B e

caracterizacdo molecular da toxina recombinante.

lll.2. Objetivos especificos

= Subclonagem de parte da ORF do gene cpb, codificante da toxina beta, no vetor de

expressao pET11a (Novagen).

= Expressao em larga escala da toxina beta recombinante em E. coli BL21 DES3.

= Analise quantitativa da expresséo da toxina beta recombinante.

= Analise das propriedades farmacologicas da toxina beta recombinante.

= Andlise de similaridade antigénica da toxina beta recombinante em relagc&o a toxina

beta nativa.

= Andlise da imunogenicidade da toxina beta recombinante.

= Andlise da reatividade de anticorpos anti-beta recombinante contra a toxina beta

nativa

= Titulacido dos anticorpos anti-beta recombinante.
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MATERIAIS E METODOS

REAGENTES, MEIOS DE CULTURA E SOLUGOES

Antibiéticos
- Ampicilina: A ampicilina foi dissolvida em agua ultra-pura na concentragéo de 100 mg/mL,
filtrada (filtro de 0,22 mm) e estocada a —20°C. A solugao foi utilizada na concentracao final

de 100 pg/mL.

Meios de cultura

- 2XYT-caldo: 5 g de NaCl, 16 g de bactotriptona e 10 g de extrato de levedura. O pH foi
ajustado para 7,0 com NaOH e o volume para 1 litro. O meio foi autoclavado.

- LB-agar: 10 g de NaCl, 10 g de bactotriptona e 5 g de extrato de levedura. O pH foi
ajustado para 7,0 com NaOH e o volume para 1 litro. Agar (1,5%) foi acrescentado e o meio
foi autoclavado.

- LB-caldo: 10 g de NaCl, 10 g de bactotriptona e 5 g de extrato de levedura. O pH foi

ajustado para 7,0 com NaOH e o volume para 1 litro. O meio foi autoclavado.

Solucdes para produzir Bactérias eletrocompetentes

- Glicerol 10%: Foi Diluido 100 mL de glicerol em agua destilada para volume final de 1 L. A

solucao foi Autoclavada.

Solucoes para extracao de plasmideo em baixa escala (Mini-Prep)

- Solugéo I: 50 mM de glicose, 25 mM de Tris-HCI pH 8,0 e 10 mM de EDTA pH 8,0.
- Solugao II: 0,2 N de NaOH e 1% de SDS.
- Solucao lll: 60 mL de uma solucao de acetato de potassio 5 M, 11,5 mL de acido acético

glacial e 28,5 mL de agua destilada.

Solucées para Gel de Agarose

- Brometo de etidio: Brometo de etidio foi dissolvido em agua ultra-pura na concentragao
de 10 mg/mL, sendo a solugcdo estocada em um recipiente escuro. Importante: usar luvas e

mascara — substancia mutagénica e teratogénica.
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- Gel de agarose: A agarose foi dissolvida por aquecimento, em TAE 1x de acordo com a
concentragao a ser utilizada.

- Tampao TAE: Tampéao Tris-acetato-EDTA (solugdo estoque 50x): 242 g de Tris base, 57,1
mL de acido acético e 100 mL de EDTA 0,5 M pH 8,0. Usar o tampéao 1x.

Solucdes para Expressao e Lise Bacteriana

- IPTG (Isopropil-tio-B-D-1-galactopiranosidio): O IPTG foi dissolvido em agua ultra-pura
na concentragdo de 600 mM, filtrado (filtro de 0,22 pm) e estocado a —20°C.

- Tampao de lise: 50 mM de NaH,PO,4, 300 mM de NaCl, 10 mM de imidazol e 1 L de agua
destilada. O pH foi ajustado com NaOH para 8,0

- Lisozima: Pesar 4 mg de lisozima para 1 mL de tampao de lise. Fazer a solu¢gdo na hora

do uso.

Solucées para Dosagem de proteinas pelo Método de Bradford

- BSA: Pesar 1 mg de albumina sérica bovina e diluir em agua ultra-pura para volume final
de 1 mL. Estocar a -20°C.
- Reagente de Bradford: Foi utilizado o reagente de Bradford da SIGMA.

Solucdes para Gel de Poliacrilamida SDS-PAGE

- Tampao de amostra 2x: 2 mL de Tris-HCI 0,5 M pH 6,8; 1,6 mL de glicerol; 3,2 mL de
SDS 10%; 0,8 mL de B-mercaptoetanol; 500 mg de bromofenol blue e ajustar o volume para
8 mL com agua destilada e o pH foi acertado para 8,3.

- Solugao A de gel: 29,2 g de acrilamida, 0,8 g de bisacrilamida, agua destilada para
volume final de 100 mL.

- Solucgao B de gel: 18,15 g de Tris, acertar o pH com HCI para 8,8 e agua destilada para
volume final de 100 mL.

- Solugédo C de gel: 6,0 g de Tris, agua destilada para volume final de 100 mL, acertar o pH
com HCI para 6,8.

- Solugédo D de gel: SDS 10% (10 g de SDS para 100 mL de solugao).

- SDS (10%): 10g de Dodecil sulfato de sédio em 100 mL de agua destilada.

- PSA 10%: 10 g de persulfato de amdnio para 100 mL de agua destilada.

- Tampao de corrida 5x: 1,5% de Tris-Base, 7,2% de glicina e 0,5% de SDS.

32



MATERIAIS E METODOS

- Solugao corante: 1,25 g de Comassie blue, 225 mL de metanol, 45 mL de acido acético
glacial e 225 mL de agua destilada.

- Solugao descorante: 45 mL de etanol, 90 mL de acido acético glacial e 850 mL de agua
destilada.

- Solugao para secar gel de poliacrilamida: 25% de etanol e 1,5% de glicerol.

Solucdes para ELISA

- PBS 10x — Tampao fosfato salina (pH 7.4): Foi Preparado 500 mL de uma solugéo 0,5 M
de Na,HPO, e 200 mL de uma solugao 0,5 M de NaH,PO,. O pH da solugdo de Na,HPO, foi
acertado para 7,4 usando a solucdo de NaH,PO,. O volume final foi medido e foi
acrescentado 9 g de NaCl para cada 100 mL de solugao. A solugéo foi filtrada e estocada a
4°C.

- Tampao Carbonato: 15 mM de Na,CO3, 35 mM de NaHCOs;, pH da solucéo 9,6.

- Tampao Citrato: 50 mM de Na,HPO,, 24 mM de acido citrico, pH da solucao 5,0.

- Tampao de Bloqueio: 2% caseina em PBS 1x.

- Tampao de Incubagao: 0,2% de caseina em PBS 1x e 0,05% de Tween 20.

- Solugao de Lavagem: 0,15 M de NaCl e 0,05% de Tween 20.

- Solugao reveladora de ELISA: 10 mL de tampéo citrato, 2 mg de OPD, 2 pl de agua

oxigenada 30%.

Solucdoes para Western Blot

- Tampao de transferéncia para Western blot: 14,42 g/L de glicina, 3,03 g/L de Tris e 200
mL/L de metanol. O pH deve estar em torno de 8,3.

- PBS 10x — Tampao fosfato salina (pH 7.4): Foi preparado 500 mL de uma solugéo 0,5 M
de Na,HPO, e 200 mL de uma solucéo 0,5 M de NaH,PO,. O pH da solucédo de Na,HPO, foi
acertado para 7,4 usando a solucdo de NaH,PO,. O volume final foi medido e foi
acrescentado 9 g de NaCl para cada 100 mL de solugao. A solugéo foi filtrada e estocada a
4°C.

- Solugao de PBST 0,3% para Western blot: PBS 1x, 0,3% de Tween 20.

- Solugao de PBST 0,05% para Western blot: PBS 1x, 0,05% de Tween 20.

- Solucao reveladora para Western blot: 10 mg de DAB dissolvido em 10 mL PBST
0,05%, 5 mg de cloronaftol, 1,7 mL de metanol, 8,3 mL de PBST 0,05% e 10 ul de H,0..

Qutras Solucoes
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- Acetato de Sédio (3M): 2469 de acetato de sddio em 1L de agua destilada.

LINHAGENS BACTERIANAS E PLASMIDEOS

As linhagens bacterianas e os plasmideos empregados neste trabalho estdo listados
no Quadro 3 e 4, respectivamente. Os meios de cultivo utilizados foram o Luria-Bertani (LB)
e 0 2XYT. As bactérias foram crescidas a 37°C sob agitacao. Além dos meios de cultivo, as
diferentes linhagens foram crescidas em presenca de ampicilina na concentragao final de
100 pg/mL. Para culturas em meio sélido, 1,5% de agar bacteriolégico foi adicionado aos

meios supracitados.

Quadro 3: Linhagens bacterianas utilizadas.

Espécie Linhagem/Genétipo Fonte

XL1-Blue

Escherichia coli A (mcrA) 183 A (mcrCB-hsdSMR-mrr) 173 endA1 Phoneutria

supE44 thi-1 recA1 gyrA96 relA1 lac [F’ proAB
laclgZAM15 Tn10 (TetR)]

BL21 DE3

F~ ompT gal dcm lon hsdSg(rg mg’) A(DE3 [lacl
Escherichia coli Phoneutria
lacUV5-T7 gene 1 ind1 sam7 nin5])
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Quadro 4: Plasmideos utilizados.

Plasmideos Caracteristicas relevantes Fonte

Vetor de clonagem; sele¢cao azul e branca; promotor T7; _
pCR2.1-TOPO _ Invitrogen
pUC e f1 origem; Ap"; Km";

Plasmideo pCR2.1-TOPO contendo a orf codificadora da
pTP:Btox _ o ] _ LBMM
toxina beta de Clostridium perfringens tipo B

ET11 Vetor de clonagem e expressao; pBR322 origem; N
a ovagen
P promotor T7; repressor lac I

Plasmideo pET11a contendo a orf codificadora da toxina
pET11a:Btox o ) _ Este trabalho
beta de Clostridium perfringens tipo B

Ap": resisténcia & ampicilina; Km": resisténcia & canamicina

MANIPULAGAO DO DNA

Todos os procedimentos de biologia molecular empregados na manipulagdo de DNA
plasmidiano foram realizados de acordo com métodos pré-estabelecidos (Sambrook et al.,
1989), com algumas modificagdes (especificadas junto aos métodos). Quando necessario,
os plasmideos foram isolados através do método de lise alcalina (Sambrook et al., 1989). A
qualidade do material obtido, incluindo sua concentragao e pureza, foi estimada apds leitura
em espectrofotdmetro nos comprimentos de onda de 260 e 280nm, e também através da
resolugéo eletroforética em gel de agarose. As enzimas de modificacédo e restricdo, quando

utilizadas, seguiram as recomendagdes dos fabricantes.

ANIMAIS UTILIZADOS

Camundongos Swiss linhagem Webster pesando entre 18 e 22 g foram obtidos no
biotério da Universidade Federal de Minas Gerais. Coelhos da raga Himalaia pesando
aproximadamente 2 Kg foram obtidos na Fazenda da Escola de Medicina Veterinaria/UFMG.
Os coelhos e camundongos foram mantidos no biotério da Escola de Medicina Veterinaria.

Todos os animais receberam agua e alimentagdo em condi¢des controladas.
35



MATERIAIS E METODOS

PREPARO DO ESTOQUE DE BACTERIAS

Todos os clones obtidos neste trabalho foram preparados para serem estocados e
guardados a -70 °C. Células de bactérias Escherichia coli BL21DE3 e XL1-Blue foram
transformadas com os plasmideos de interesse e plaqueadas em meio solido LB-agar com
100 pl/mL de ampicilina e incubadas a 37°C por 16 horas. Foi, entédo, retirada uma col6nia
da placa e adicionada ao meio liquido LB-ampicilina. Essa mistura foi crescida a 37°C sob
agitacédo. Apos atingir a fase log tardia, foi feita uma mistura de igual volume de glicerol 80%

e as culturas de bactérias. Aliquotas foram armazenadas em tubos estéreis a -70°C.

METODOLOGIA

IV.1. Propagacao in vivo do plasmideo pTP:Btox

IV.1.1. Confecgao de bactérias E. coli XL1-Blue eletrocompetentes

O plasmideo pTP:Btox (inserto correspondente a parte da ORF do gene cpb,
codificante da toxina beta de Clostridium perfingrens tipo B, clonado no vetor pCR2.1-TOPO
da Invitrogen) foi previamente construido pelo Prof. Dr. Evanguedes Kalapothakis e
encontrava-se ressuspenso em agua ultra-pura. Foi realizada a transformagao do plasmideo
em Escherichia coli XL1-Blue para a multiplicagédo in vivo dessa constru¢cao genética para
realizacao de experimentos posteriores.

Para tanto, foram inoculados 10 uL de uma aliquota de células de E. coli XL1-Blue
(Tabela 3) congeladas em glicerol 80% em um tubo de 50 mL contendo 10 mL de meio LB
liquido. O tubo foi incubado a 37°C durante 18 horas sob agitagdo de 200 rpm. Uma aliquota
de 3 mL desta cultura foi inoculada em erlenmeyer contendo 300 mL de meio LB liquido e
essa cultura foi incubada a 37°C sob agitagdo de 200 rpm até atingir absorbancia (DOgoonm)
entre 0,5 e 0,7. Uma vez alcancado o crescimento desejado, a cultura foi centrifugada a
6.000xg durante 20 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi
ressuspenso em 300 mL de solugado de glicerol 10% estéril e, logo em seguida, foram
novamente centrifugados a 6.000xg durante 20 minutos a 4°C. Esse processo de lavagem
com glicerol 10% e posterior centrifugacéo foi repetido 3 vezes, concentrando as células

através da utilizagdo de volumes decrescentes de glicerol 10%: 200 mL, 100 mL e 50 mL.
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Ap6s a ultima lavagem, as bactérias foram ressuspensas em 1mL de solugéo de glicerol
10% estéril. Esse 1 mL foi dividido em aliquotas de 50 uL que foram estocadas a -70°C.

Para andlise da eficiéncia de transformacgao dessas células, utilizou-se o plasmideo
pUC18 como controle de qualidade devido a sua pureza e alta eficiéncia de transformacao.
Para isso, uma aliquota das células eletrocompetentes, congelada a -70°C,foi colocada no
gelo durante 5 minutos. Em seguida, adicionou-se aproximadamente 10 ng do plasmideo
pUC18 em um microtubo e a mistura foi transferida para 1 cubeta de eletroporagao estéril
previamente resfriada. Uma outra aliquota de células eletrocompetentes foi utilizada como
controle negativo da eletroporacéo e para verificar a auséncia de contaminagao das células
eletrocompetentes. Foi adicionado 1 uL de agua ultra-pura as células no lugar do volume de
plasmideos. As duas cubetas foram submetidas a um pulso de 2.5 Volts, capacitancia 25
uFD e resisténcia de 200 OHMS utilizando um eletroporador CelliecTUno (Thermo Electro
Corporation).

Imediatamente apds o pulso, foi adicionado 1 mL de meio LB liquido para a
ressuspengao das células. As células ressuspensas foram transferidas para microtubos de
1,5 mL e incubadas & 37° C por uma hora. Diluicdes dessa cultura de 10™, 102 e 10 foram
semeadas em meio LB agar suplementado com ampicilina (100 pug/ml) e incubadas a 37°C

durante 16 horas.

IV.1.2. Transformacdao do plasmideo pTP:Btox em E. coli XL1-Blue

eletrocompetente e sele¢ao dos transformantes

O plasmideo pTP:Btox foi utilizado para transformar as células eletrocompetentes de
E. coli XL1-Blue preparadas conforme descrito no item anterior (IV.1.1).

A transformacao foi conduzida por eletroporagéo seguindo os mesmos paréametros
descritos no item IV.1.1. Para tanto, aproximadamente 10 ng de plasmideo foram
misturados a uma aliquota de 50 pL de células eletrocompetentes e incubados no gelo por
10 minutos. Foi feito o mesmo procedimento para a realizagdo do controle negativo da
eletroporacdo com outra aliquota de 50 uL de células eletrocompetentes. Foi adicionado
volume correspondente de agua ultra-pura as células no lugar do volume de plasmideos.
Imediatamente apds o pulso, foi adicionado a cada cubeta 1 mL de meio LB liquido para
ressuspencgao das células e estas foram incubadas a 37°C por uma hora.

O processo de selegao dos transformantes consistiu em transferir aliquotas de 100
puL da cultura de 1 mL de meio LB liquido,que foi incubada a 37° C por uma hora, para

placas de Petri contendo meio LB agar suplementado com 100 pug/mL de ampicilina. As
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culturas foram mantidas a 37°C por aproximadamente 16 horas. Apds este periodo, as
placas foram avaliadas quanto a presenca de coldnias recombinantes.
A etapa seguinte consistiu na selecdo de coldnias das placas para proceder com a

extragdo de plasmideos para a posterior subclonagem.

IV.2. Subclonagem do fragmento Btox no vetor pET11a (Novagen)

IV.2.1. Extracdao do DNA plasmidiano pTP:Btox de E. coli XL1-Blue em pequena

escala

Duas colbnias selecionadas foram transferidas isoladamente para tubos de 50 mL
contendo 10 mL de meio LB liquido suplementado com 100 ug/mL de ampicilina. As culturas
foram incubadas a 37°C por aproximadamente 18 horas sob agitagédo de 200 rpm. Apds a
incubacgao, foi feito uma cultura estoque em glicerol (500 uL da cultura + 500 uL de glicerol
80%) sendo estas armazenadas a -70° C. Seguiu-se com a extracdo de plasmideos em
pequena escala através de lise alcalina, de acordo com Sambrook et al., 1989, com algumas
modificacdes.

O restante da cultura foi centrifugada por 10 minutos a 12.000xg. O sobrenadante foi
descartado cuidadosamente e o precipitado ressuspenso em 300 puL de solucdo | gelada
(item IV.A), sendo homogeneizado e transferido para um microtubo de 1,5 mL. Em seguida,
300 pL de solugdo Il (item IV.A) foram adicionados ao microtubo, sendo a mistura
homogeneizada e incubada por 5 minutos no gelo. Logo apés, 300 pyL de solucéo Il gelada
(item IV.A) foram acrescentados a mistura, que foi homogeneizada novamente e incubada
por 5 minutos no gelo.

Os tubos foram centrifugados por 10 minutos a 12.000xg e o sobrenadante resultante
foi transferido para um novo microtubo de 1,5 mL. Adicionou-se 500 pL de isopropanol ao
sobrenadante e os tubos foram deixados em repouso por 15 minutos a temperatura
ambiente para que ocorresse a precipitacao dos plasmideos. Apds este periodo, seguiu-se
com a centrifugagdo por 15 min a 12.000xg. Os sobrenadantes foram descartados e os
precipitados lavados com 1 mL de etanol 70%. O precipitado resultante, contendo os
plasmideos, foi deixado em repouso para evaporacao de qualquer residuo de alcool 70% e,
em seguida, ressuspenso em 30 uL de agua ultra-pura. Por fim, o mesmo foi tratado com
RNase A (100ug/mL) em banho-maria a 37°C por uma hora.

A presenca e a qualidade dos plasmideos foram verificadas através de eletroforese,
em que também foi realizada a quantificacdo desses plasmideos, de acordo com

parametros detalhados no préoximo item.
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IV.2.2. Resolugao eletroforética da extragcao do DNA plasmidiano pTP:Btox de
E. coli XL1-Blue

Aplicou-se 1 L do material obtido no item anterior, acrescido de 1:10 do volume de
tampao de amostra Phoneutria, em gel de agarose 1% em TAE 1X (IV.A) para verificagao
da qualidade da extragdo do plasmideo. Para a quantificagao desse plasmideo, foi aplicado
o padréo de peso molecular 1Kb DNA plus (Invitrogen).

A eletroforese foi realizada a 60 Volts durante aproximadamente 1 hora. Em seguida,
o gel foi colocado em solugdo de brometo de etideo 0,5 pg/mL sob agitagdo por
aproximadamente 30 minutos, sendo posteriormente observado em presenca de luz UV. O
gel foi fotografado sobre um transluminador de luz ultravioleta (320 nm) através do sistema
de documentacdo fotografica “Kodak Digital Science™ DC40 Camera” (Kodak) e a foto
processada pelo programa “Eletrophoresis Documentation and Analysis System” (Kodak). A
dosagem da extracdo do plasmideo foi realizada por comparagdo com o padrdao de peso

molecular.

IV.2.3. Digestao enzimatica do plasmideo pTP:Btox para liberagado do inserto

O plasmideo pTP:Btox (Tabela 4) extraido das colbénias transformantes de E. coli
XL1-Blue, obtidas conforme foi descrito no item 1V.1.2, foi submetido a reagido de digestao
enzimatica com a enzima BamHI (New England Biolabs), de acordo com especificagdes do

fabricante, com um volume final de 100 pL.

IV.2.4. Purificagdo do fragmento de DNA Btox

A reacao de digestdo descrita no item anterior (item 1V.2.3) foi precipitada com a
adicao de dois volumes de etanol absoluto e 10% de Acetato de Sddio. O microtubo foi
entao incubado por meia hora a -70° C e, apds esse periodo, foi centrifugado a 12.000xg. O
sobrenadante foi descartado e o precipitado foi lavado com etanol 70%. O precipitado ficou
em repouso para evaporagao de residuos do etanol 70% e, em seguida, foi ressuspenso em
10 puL de agua ultra-pura.

Todo esse volume foi aplicado em gel de agarose a 1% e a resolugédo
eletroforética foi realizada sob as mesmas condigbes descritas no item IV.2.2. O fragmento
Btox foi purificado do gel de agarose utilizando-se o kit “Wizard PCR Preps DNA purification

System” da Promega de acordo com as especificagdes do fabricante.
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A concentragdo e a pureza dos produtos purificados foram estimados através de
resolucao eletroforética em gel de agarose a 1% sob as mesmas condigbes descritas no
item IV.2.2.

IV.2.5. Digestao enzimatica para linearizagao do vetor pET11a (Novagen)

Em busca de um sistema que permitisse alcancar altos niveis de producdo de
proteina recombinante, usou-se o sistema de expressdao pET11a da Novagen (Figura 3),
que possui E. coli como hospedeira. A expressao de proteinas heterélogas em células
procariotas oferece grande simplicidade e, principalmente, altos niveis de expressido com
baixo custo, o que é de grande interesse para as industrias produtoras de vacinas.

O vetor de expressao pET é derivado do plasmideo pBR322 e foi desenvolvido com
a caracteristica do gene 10 do bacteriéfago T7, que promove altos niveis de transcricao e
traducdo. Assim, o sistema pET é um dos mais eficientes ja desenvolvidos para clonagem e
expressao de proteinas recombinantes em E. coli. Os altos niveis de expressao ocorrem
devido a alta seletividade da RNA polimerase do bacteri6fago T7 em reconhecer a
sequéncia do promotor T7, ao alto nivel de atividade da T7 polimerase e a eficiente traducao
mediada pelos sinais de iniciacdo da tradug&o do gene 10.

O plasmideo pET deve ser transformado na linhagem para expressao que possui
cromossomicamente integrada uma copia do gene da RNA polimerase do bacteriéfago T7
sob controle do promotor lacUV5. E. coli e o vetor pET possuem o gene que codifica o
repressor que se liga ao promotor lacUV5 impedindo a transcricdo da RNA polimerase do
bacteriéfago T7. O IPTG (isopropil-B-D-tiogalactopiranosideo) € um analogo de lactose que
se liga ao repressor lac provocando uma modificagdo alostérica que determina o
desligamento do repressor no promotor lacUV5. Assim, a T7 RNA polimerase sera transcrita
e promovera a transcricado dos genes alvos que sao clonados sob controle do promotor T7
(Figura 4).
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CCCCTTGGGGCLCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTTTTG

pET-11a-d cloning/expression region

Figura 3 - Representacao esquematica do vetor pET 11a. Mapa de restricdo e principais

regides para clonagem e expressao no vetor pET11a (Novagen).
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Indugédo com IPTG

E. coliRNA "
polimerase * T7 RNA polimerase

|
T7 RNA polimerase ?‘ Gel ?T alvo
—
v .

. PromotorT7

Genoma E. coli

L S

Figura 4 - Representacao esquematica do sistema de expressao pET. A figura mostra a
indugdo da transcricao do gene da RNA polimerase do bacteriéfago T7, que esta sob
controle do promotor lacUV5, apds adicdo de IPTG ao meio de cultura. A partir desse
momento, o gene alvo presente no plasmideo pET11a, regulado pelo promoter T7, sera

expresso na célula hospedeira. (Adaptado de pET System Manual 112 Edigéo - Novagen)

O plasmideo pET11a (Novagen) foi digerido com a enzima BamHI| (New England
Biolabs) para sua linearizagao e posterior ligagdo do fragmento de DNA Btox. A digestao foi

realizada de acordo com especificagbes do fabricante, com um volume final de 100 pL.

IV.2.6. Purificagao do fragmento de DNA pET11a

A reagado de digestdo descrita no item anterior (IV.2.5) foi precipitada conforme
protocolo descrito no item 1V.2.4. Em seguida, foi realizada a purificagdo do fragmento
correspondente ao vetor pET11a linearizado sob as mesmas condi¢gdes descritas no item
IV.2.4. A concentragao e a pureza do produto purificado foi estimada através de resolugao

eletroforética em gel de agarose a 1% sob as mesmas condi¢des descritas no item 1V.2.2.

IV.2.7. Ligagao do fragmento de DNA Btox no vetor pET11a
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Os produtos digeridos e purificados correspondentes ao inserto Btox, e ao vetor
pET11a linearizado foram submetidos a reagéo de ligagao. Foram realizadas 4 reagbes em
que foi variada a quantidade de inserto. A enzima T4 DNA polimerase (Invitrogen) foi

utilizada nessas reacbes que estio especificadas na tabela abaixo.

Tabela 1: Componentes das reacdes de ligacéo do inserto Stox no vetor pET11a

Material Quantidade
Vetor pET11a (1ug/ulL) 0,1 ul
Inserto orf Btox (1ug/uL) 0,3/0,5/0,8/1,0 pl
T4 DNA Ligase (10 U/pul) 1 ul
Tampao de ligagcao 2x 5ul
Agua ultra-pura estéril 3,6/3,4/3,1/2,9 ul
Volume final 10 ul

As reacbes foram deixadas a temperatura de 4°C durante 16 horas.

IV.2.8. Transformagao do produto da ligagao do fragmento de DNA Btox e vetor

pPET11a em E. coli XL1-Blue eletrocompetente e sele¢ao de transformantes

As reagbes de ligagdo descritas no item anterior (IV.2.7) foram colocadas em um
microtubo de 0,6 mL e foram precipitadas com a adigdo de dois volumes de etanol absoluto
e 10% de Acetato de Sédio. O microtubo foi entdo incubado por meia hora a -20° C e, apds
esse periodo, foi centrifugado a 4°C a 12.000xg. O sobrenadante foi descartado e o
precipitado foi lavado com etanol 70%. O precipitado ficou em repouso para evaporagao de
residuos do etanol 70% e, em seguida, foi ressuspenso em 10 uL de agua ultra-pura estéril.

Os 10 yL de produto de ligagao foram utilizados para transformar 100 uL de células
eletrocompetentes de E. coli XL1-Blue, que foram confeccionadas conforme descrito no item
IV.1.1. As células foram eletroporadas de acordo com o protocolo descrito no item IV.1.2 e
foi realizado um controle negativo como especificado nesse mesmo item.

O processo de selegao dos transformantes consistiu em transferir aliquotas de 100
ulL da cultura de 1 mL de meio LB liquido, incubada a 37° C por uma hora, para placas de
Petri contendo meio LB agar suplementado com 100 ug/mL de ampicilina. As culturas foram
mantidas a 37°C por aproximadamente 18 horas. Apods este periodo as placas foram

avaliadas quanto a presenca de clones recombinantes.

IV.3. Confirmagao da subclonagem do fragmento de DNA Btox no vetor pET11a
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IV.3.1. Extragao do DNA plasmidiano pET11a:Btox de E. coli XL1-Blue em

pequena escala

Para a confirmagao da clonagem de parte da ORF codificante da toxina beta no vetor
pET11a foi feita a extragédo de plasmideos para a realizagdo dos experimentos posteriores.
Em microplacas de crescimento de cultura novas, foram adicionados 1,2 mL de meio LB
caldo suplementado com 100 pg/mL de ampicilina em cada po¢o. Noventa e seis colbnias
selecionadas aleatoriamente foram inoculadas separadamente em cada pog¢o e foram
mantidas a 37° C por aproximadamente 18 horas sob agitacao de 200 rpm. Apds este
periodo, foi feita uma placa de estoque com 100 uL da cultura + 100 pL de glicerol 50% por
poco, sendo estas seladas com um adesivo e armazenadas a -80° C. Com o restante da
cultura (1,1 mL) foi realizada a extragéo de plasmideos pelo método de lise alcalina como
descrito por Sambrook et al (1989) com algumas modificagdes.

As microplacas contendo as culturas foram centrifugadas por 6 minutos a 6.000xg. O
sobrenadante foi descartado e as células foram ressuspensas em 240 uL de solugao 1 (item
IV.A). Os passos acima foram repetidos e foi adicionado 80 uL de solugdo GET e a mistura
foi homogenizada no vortex por 2 minutos. Toda a suspensao de células foi transferida para
uma nova placa de polipropileno contendo 2,5 uyL de RNAse A (10 mg/mL). Foi adicionado a
cada pogo 80 uL de NaOH 0,2 N /SDS 1% (1 mL de NaOH 4M + 17 mL H20 mili-Q + 2 mL
de SDS 10%). A solugao foi misturada por inversdao 30 vezes e incubada a temperatura
ambiente por 10 minutos.

Apos esse periodo, foram adicionados 80 L de acetato de potassio 3M, previamente
resfriado, com mistura por inversdo e, logo em seguida, foram feitas trés incubagdes: a
temperatura ambiente por 10 minutos, na estufa a 90°C por 30 minutos e no gelo por 10
minutos. Depois, a placa foi centrifugada por 9 minutos a 6.000xg e a fase aquosa foi
transferida para placas milipore com filtro anexado a placas com fundo em V. As duas
placas anexadas foram centrifugada por mais 6 minutos a 6.000xg. A placa milipore foi
descartada e 100 uL de alcool isopropilico foram adicionados ao filtrado contido na placa
com fundo em V. Seguiu-se com centrifugacdo por 45 minutos a 6.000xg. Apds a
centrifugacao, o sobrenadante foi descartado, e o precipitado foi lavado com 200 pL de
alcool etilico 70% previamente resfriado e centrifugado por 15 minutos a 6.000xg. Foi
adicionado a cada pog¢o 60 pL de agua ultra pura estérii e o DNA plasmidiano ficou
ressuspendendo durante 18 horas em temperatura ambiente.

A presenga e qualidade dos plasmideos foi verificada através de eletroforese

seguindo os mesmos parametros ja descritos no item IV.2.2.
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IV.3.2. Verificagao da presenga e tamanho do inserto Bfox no vetor pET11a

Os plasmideos extraidos (item 1V.3.1) foram submetidos a PCR em placa com os
iniciadores T7 direto, que corresponde ao vetor, e o0 R1 TxB, que corresponde ao iniciador
reverso do inserto (Figura 5). Os outros componentes necessarios a reacado (Tabela 2)
foram adicionados para um volume final de 10 pL e foi realizado um controle negativo em

que foi adicionado volume de agua ultra-pura correspondente ao DNA molde.

INICIADOR T7 direto: 5 TAATACGACTCACTATAGGG 3’

INICIADOR R1 TxB: 5" GGA TCC AAT AGC TGT TACTTT GTG A 3’

Figura 5 - Iniciadores do vetor e do inserto. Sequéncia dos iniciadores utilizados na

reagéo de PCR para confirmagao da clonagem do inserto Btox no vetor pET11a.

Tabela 2: Componentes da PCR para verificagdo da clonagem

Componentes Concentragao Volume
DNA molde 10 ng/ pL 1L
Iniciador direto 20 pmol/pL 0,2 uL
Iniciador reverso 20 pmol/pL 0,2 yL
Taq DNA polimerase (Phoneutria) 1 uL/5U 0,1 uL
Tampao Taq (Phoneutria) 10x 1L
dATP, dCTP, dGTP e dTTP 1mM 1L
H,O miliQ - 6,5 uL
Volume final 10 L

Os ciclos de desnaturacdo, anelamento e extensdo da PCR foram realizados no
termociclador Mastercycle Gradient Eppendorf. O programa utilizado esta descrito na Tabela
3. Apds a PCR, as amostras foram aplicadas em gel de agarose 1% em TAE e submetidas a

eletroforese conforme descrito no item 1V.2.2.
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Tabela 3: Programa de PCR para verificagdo da clonagem do inserto Stox

Passo Temperatura Tempo
1 94°C (desnaturagéo) 3 minutos
2 94°C (desnaturagao) 30 segundos
3 55°C (anelamento) 1 minuto
4 72°C (extensao) 1 minuto
5 Repetir o ciclo 5 vezes a partir do passo 2
6 94°C (desnaturagao) 30 segundos
7 50°C (anelamento) 1 minuto
8 72°C (extensao) 1 minuto
9 Repetir o ciclo 30 vezes a partir do passo 6
10 72°C (extensao final) 5 minutos
11 4°C 00

IV.3.3. Digestao com a enzima BamHI| (New England Biolabs) da extragdo em

baixa escala de plasmideo dos possiveis clones obtidos

As colbnias que apresentaram amplificagdo na reacdo de PCR descrita no item
anterior foram submetidas a digestdo com a enzima BamH| (New England Biolabs),
conforme especificagdes do fabricante, para verificar se os transformantes possuiam o
inserto clonado em correta matriz de leitura para a expressao protéica. Alguns dos possiveis
clones que liberaram o inserto foram submetidos ao seqlenciamento para verificar a

integridade da sequéncia nucleotidica do inserto Btox.

IV.3.4. Reagao de sequenciamento e analises in silico

A integridade da sequéncia nucleotidica do inserto Btox clonado no vetor pET11a foi
confirmada através de sequenciamento automatico (Sanger et al., 1977). Neste sistema de
sequenciamento ha uma marcacao fluorescente na extremidade 3’ do nucleotideo de
terminagdo, com cada cor correspondendo a uma dideoxinucleotideo especifico (ddGTP,
ddATP, ddTTP e ddCTP). O sistema de sequenciamento utiliza 4 fluorécromos diferentes,
ou seja, com emissdes em diferentes comprimentos de onda correspondendo as cores: azul,
vermelho, amarelo, verde. No seqlienciador automatico é realizada a eletroforese capilar e

leitura das fluorescéncias emitidas.
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Para a realizagdo da reagdo de sequienciamento utilizou-se 200 ng de plasmideo
pET11a:Btox; 0,3 uL de BigDye Terminator v3.1 Cycle (Applied Biosystems); 1,6 pmol de
um iniciador do plasmideo pET11a - T7 direto ou T7 reverso (Figura 6); 1,77uL de tampao
de sequenciamento BigDye Terminator v1.1, v3.1 (Applied Biosystems) e agua ultra-pura
estéril suficiente para completar 10 yL de reacdo. Essa reagao foi entdo levada para o
termociclador Mastercycle Gradient Eppendorf onde foi utilizado o programa padronizado
para o sequenciador 3130 Genetic Analyzer da Applied Biosystem (Tabela 4).

INICIADOR T7 direto: 5" TAATACGACTCACTATAGGG 3’

INICIADOR T7 reverso: 5" GCTAGTTATTGCTCAGCGG 3’

Figura 6 - Iniciadores T7 do vetor pET11a. Seqliéncia dos iniciadores

utilizados na reacao de sequenciamento do inserto fBtox.

Tabela 4: Programa de PCR para seqlienciamento do inserto Stox

Passo Temperatura Tempo
1 96°C 2 minutos
2 96°C 30 segundos
3 Rampa 1°C/seg.
4 50°C 15 segundos
5 Rampa 1°C/seg.
6 60°C 4 minutos
7 Repetir o ciclo 44 vezes a partir do passo 1
8 4°C o0

O produto de amplificacdo foi entdo precipitado com 40 ul de isopropanol 65%,
deixado 30 minutos a temperatura ambiente e centrifugado a 16.000xg por 25 minutos a
25°C. O isopropanol foi entao removido e lavou-se o pellet com 300 ul de etanol 60%. Em
seguida, os tubos foram centrifugados a 16.000xg por 5 minutos e deixados secar a
temperatura ambiente para a eliminagao de qualquer residuo de etanol 60%. Os microtubos
foram guardados no freezer a -20°C. Esse precipitado foi, entdo, encaminhado para o
sequenciamento no ABI 3130 Genetic Analyzer.

As sequéncias de DNA obtidas através do sequenciamento foram entdo analisadas
utilizando-se o algoritmo BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) disponivel no NCBI

(National Center for Biotechnology Information; www.ncbi.nlm.nih.gov). Para a comparacao
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entre sequéncias de acidos nucléicos utilizou-se o programa “BLASTn” e para a comparagao
entre proteinas o “BLASTX".
As etapas posteriores consistiram em expressdo do fragmento Bfox. Para tanto, é

necessario a transformacao do plasmideo pET11a:Btox em bactéria para expresséao.

IV.4. Expressao da toxina beta recombinante

IV.4.1. Confeccao de células eletrocompetentes de E. coli BL21 DE3

Foi realizada a confecgdo de células eletrocompetentes de E. coli BL21 DE3 de
acordo com o protocolo descrito no item IV.1.1. A analise da eficiéncia de transformacao foi
realizada conforme descrito nesse mesmo item. Foram obtidas 9,3 x 10’ unidades

formadoras de colénia (UFC) por micrograma de DNA.

IV.4.2. Transformagdo de E. coli BL21 DE3 com o plasmideo pET11a:Btox e

selecdo dos transformantes

Uma aliquota contendo 100 ng do plasmideo pET11a:Btox, que foi confirmado como
portador da ORF Bfox através do sequenciamento (item 1V.3.4), foi utilizada para transformar
as células de E. coli BL21DE3. O processo de transformacao foi realizado de acordo com os

parametros descritos no item 1V.1.2, assim como a seleg¢ao dos transformantes.

IV.4.3. Expressao piloto da toxina beta recombinante

Uma colbnia dos clones obtidos conforme descrito no item anterior (item 1V.4.2), foi
inoculada em 1 mL de meio LB-caldo suplementado com 100 pg/mL de ampicilina e a
cultura foi incubada 16 horas a 37°C sob agitagdo de 200 rpm. Cem microlitros dessa cultura
foram adicionado a 10 mL de LB-caldo suplementado com 100 pg/mL de ampicilina. Essa
cultura foi incubada a 37°C sob agitagdo de 200 rpm até atingir DOggo= 0,5. Nesse momento
foi feita a indugao da expressdo com IPTG na concentracao final de 0,6 mM. Uma aliquota
de 500 pL foi retirada apos 4 horas de inducdo. Apds ser centrifugada a 16.000xg, essa
aliquota foi ressuspensa em 50 uL de tampao de amostra para SDS-PAGE (vide item IV.A)
e foi fervida por 5 minutos. Paralelamente, foi realizado um controle negativo da expressao
que consistia na expressao do plasmideo pET11a sem inserto em E. coli BL21 DE3. As

expressdes dos transformantes portadores da ORF Stox foram submetidas a eletroforese
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em gel SDS-PAGE 12% e comparados com o padrao de peso molecular Prestained Protein

Ladder da Fermentas e com o controle negativo da expresséo.

IV.4.4. SDS-PAGE da expressao piloto da toxina beta recombinante

A expressao piloto da toxina beta recombinante foi verificada e comparada com o
controle negativo da expressdao e com o padrdao de peso molecular Prestained Protein
Ladder da Fermentas através de eletroforese em gel de poliacrilamida sob condi¢des
desnaturantes (SDS-PAGE) de acordo com o protocolo descrito por Laemmli (1970).

O gel de separagao possui a seguinte composigéo: 4,0 mL solugéo A (vide item IV.A)
para gel SDS-PAGE, 2,5 mL solugéo B (vide item IV.A) para gel SDS-PAGE, 3,35 mL H,O
destilada, 100 yL SDS 10%, 70 pyL PSA 10% e 7 pyL de TEMED (N-N’-N’-N’-tetra
metilenodiamina). O gel de concentracédo possui a seguinte composigao: 1,3 mL solugéo A
(vide item IV.A) para gel SDS-PAGE, 2,5 mL solugéo C (vide item IV.A) para gel SDSPAGE,
6,1 mL H,O destilada, 100 uL SDS 10%, 70 uL PSA 10% e 14 uL de TEMED. A eletroforese
foi desenvolvida verticalmente em tampao Tris-glicina (vide item IV.A), em placas de
dimenséao 10,0 x 8,0 x 0,8cm, a 100V, 24 mA, durante 2,5 horas.

Apos eletroforese, os géis foram revelados com a solugao corante de Comassie Blue
por 45 minutos e lavados em solugdo descorante (vide item IV.A) até o desaparecimento da

coloragao de fundo.

IV.4.5. Expressao em larga escala da toxina beta recombinante e lise celular

Uma colénia do clone positivo, cuja eficiéncia de expressado foi verificada na
expressao-piloto, foi inoculada em 20 mL de meio LB caldo suplementado com ampicilina
(100 pg/mL) e incubada a 37°C, durante 18 horas sob agitagdo. Essa cultura foi adicionada
a 1.000 mL de LB-caldo suplementado com ampicilina na mesma concentragdo. Esse
indculo foi incubado a 37°C sob agitagéo até atingir DOgpo= 0,5. Nesse momento, foi feita a
inducao do sistema de expressado com a adi¢cao do IPTG com concentracao final de 0,6 mM.

Apods 4 horas de indugdo da expressao, a cultura foi acondicionada em gelo para
resfriamento. Logo apds, a cultura foi centrifugada a 4°C, 6.000xg por 20 minutos, e o
precipitado ressuspenso em 40 mL de tampao de lise (vide item IV.A) para lavagem das
células. Apds nova centrifugagdo com os mesmos parametros anteriores, o precipitado foi
ressuspenso em 30 mL do mesmo tampao e acrescentou-se lisozima na concentracao final
de 4 mg/mL. As células foram incubadas a temperatura ambiente por 15 minutos e foram

submetidas a ciclos de congelamento e descongelamento em gelo seco para lise das
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células. O lisado celular foi sonicado usando seis pulsos de 10 segundos a 40% de
amplitude. Em seguida, o lisado foi centrifugado a 6.000xg por 15 minutos a 4°C. O
sobrenadante foi recolhido e armazenado a -20°C. O precipitado foi ressuspenso em 5 mL
de tampdo de lise e foi novamente sonicado de acordo com os parametros citados
anteriormente. Seguiu-se com a centrifugagdo 6.000xg por 15 minutos a 4°C. Repetiu-se
esse processo de ressuspensdo, sonicagao, centrifugagdo e congelamento do sobrenadante
por mais trés vezes. Por fim, o precipitado final foi ressuspenso em 1 mL de tampao de lise.
50 yL de tampao de amostra para SDS-PAGE foi adicionado a 50 pL de cada
sobrenadante obtido apds a centrifugacao e a 50 yL do precipitado final para visualizagao da

qualidade da expressao e da purificacao através de SDS-PAGE.

IV.4.6. SDS-PAGE da expressao em larga escala da toxina beta recombinante

Os sobrenadantes obtidos e o precipitado final foram submetidos a SDS-PAGE,
conforme parémetros descritos no item 1V.4.4, juntamente com os sobrenadantes e o
precipitado final do controle negativo da expressao - pET 11a sem inserto em E. coli
BL21DE3 - e com o padrao de peso molecular Prestained Protein Ladder da Fermentas. O

gel de concentragao tinha a concentragao de 4% e o gel de separagéao 18%.

IV.5. Andlise da producdo e das propriedades farmacologicas da toxina beta

recombinante

IV.5.1. Quantificagao protéica da expressao da toxina beta recombinante

As quantificagdes da toxina beta recombinante (fragcao soluvel e insoluvel), da toxina
beta nativa e do precipitado resultante da expressdo do plasmideo pET11a sem inserto
(controle negativo da expressao) foram realizadas através do método de Bradford (1976).

Foi utilizada uma microplaca de 96 pogos. A primeira coluna é o branco (sem
proteinas) e a segunda é o padrao (albumina sérica bovina — BSA). Na primeira coluna, foi
adicionado em todos os pogos 20 ul de tampao de lise (vide item IV.A), no qual as outras
amostras que foram dosadas estavam diluidas. Na segunda coluna, foi adicionado o padrao
em duplicata, que é a solugdo de BSA 1 mg/mL diluida 1:10, de acordo com o seguinte
protocolo:

- 5 yl de padrao + 15 ul de tampao de lise (0,5 ug)

- 10 pl de padrao + 10 ul de tampao de lise (1,0 pg)

- 15 pl de padrao + 5 ul de tampao de lise (1,5 ug)
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- 20 ul de padrao (2,0 pg)

O mesmo procedimento foi realizado com as amostras de interesse, em que foram
feitas diluicdes seriadas em duplicata das quatro amostras nas quatro colunas
subsequentes, sempre mantendo o volume final de amostra de 20 pl. Foi acrescentado a
todos os pogos 180 pl de Reagente de Bradford (Sigma). O valor de absorbancia foi obtido
através do leitor de microplacas “Titertek Multiscan plate spectrophotometer” utilizando o
comprimento de onda de 600 nm.

Com os valores obtidos do padrao, foi feita uma curva no Excel usando regressao
linear. Com a equacgdo da reta obtida, foi calculada a quantidade de proteina de cada
amostra e sua concentragao. Foram usadas somente as absorbancias das diluigdes que se
encontravam dentro do limite minimo e maximo imposto pela curva padrdao. Como a
equacgao da reta é dada por y = Bx + A, entdo, x = y — A/B. O valor correspondente ay é a

absorbéancia e a x é a quantidade de proteina.

IV.5.2. Ensaio de letalidade da toxina beta recombinante

Para a andlise das propriedades farmacoldgicas da toxina beta recombinante foi
realizado teste de letalidade em camundongos. Foram utilizados camundongos da raca
Swiss, linhagem Webster, pesando entre 17 a 20 gramas cada um. Dezesseis
camundongos foram separados em quatro grupos. Um grupo era o controle negativo em que
foi administrada apenas salina; um grupo era o controle positivo em que foi administrada
toxina épsilon recombinante obtida com igual metodologia utilizada para a toxina beta
recombinante para o controle da manipulagdo; um grupo teste em que foi verificada a
funcionalidade da toxina beta recombinante da fragéo soluvel da expressao e um grupo
teste em que foi verificada a funcionalidade da toxina beta recombinante da fragao insoluvel
da expressao.

Nos grupos testes e no controle positivo foram administradas doses de 160 ug/Kg de
toxina recombinante por via subcutdnea. Essa é a dose maxima descrita como DLs, para
toxinas beta recombinantes (Shatursky et al., 2000; Sakurai e Fuijii, 1987). Os resultados

foram observados até 72 horas apds a inoculagao das toxinas.

IV.6. Caracterizagdo imunolégica da toxina beta recombinante

IV.6.1. Western blotting para verificacao da similaridade antigénica da toxina

beta recombinante em relagcao a toxina beta nativa
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A toxina beta recombinante foi submetida a procedimentos de imunodetecgao por
Western blotting para verificar se ha similaridade antigénica em relagéo a toxina nativa. Esse
experimento almejava demonstrar se os anticorpos produzidos a partir da toxina nativa
reconheciam a toxina recombinante. Foi feito um controle negativo em que se utilizou o
precipitado resultante da expressao do vetor pET 11a sem inserto e um controle positivo
com a toxina nativa. Comparou-se tanto a fragdo soluvel quanto a fragao insoltvel da toxina
beta recombinante em relagdo aos controles.

As quatro amostras de proteinas citadas foram fracionadas por SDS-PAGE,
conforme parametros descritos no item IV.4.4. As membranas de PVDF (Invitrogen) foram
re-hidratadas em metanol 100% e, posteriormente, juntamente com os géis e os papéis de
filtro, foram mergulhados na solugédo de transferéncia (vide item IV.A). As amostras foram
transferidas do gel de SDS-PAGE para a membrana de PVDF em cuba de transferéncia sob
voltagem constante de 100 V, 350 mA por 1 hora mantendo-se a cuba a 4°C.

As ligagdes a sitios ndao especificos foram bloqueadas por 1h em PBS contendo
0,3% de Tween 20 (PBST 0,3%). As membranas de PVDF foram lavadas trés vezes em
PBS contendo 0,05% de Tween 20 (PBST 0,05%) e incubadas por uma hora e meia em
temperatura ambiente sob agitagdo com o soro imune contendo anticorpos anti-beta nativa
de coelho. Trés lavagens com PBST 0,05% foram feitas e entdo o conjugado foi
acrescentado na diluicdo adequada em PBS 1x. A membrana foi incubada por uma hora a
temperatura ambiente sob agitacéo.

Apos trés lavagens com PBST 0,05% e duas lavagens com PBS 1x a reacao foi
revelada pela adigdo do substrato da peroxidase contendo 0,5 mg/mL de diaminobenzidine,
0,25 mg/mL de 4-cloronaftol, 8% de metanol e 0,042% de H,O, 30% ou 0,3 mg/mL de 4-
cloronaftol, 20% de metanol e 75 ul de H,O, 30% em PBS 1x.

IV.6.2. ELISA para verificagdo da imunogenicidade da toxina beta recombinante

em relagao a toxina beta nativa

V.6.2.1 Produgao de soro antitoxina beta recombinante

Para verificar se a toxina beta recombinante era imunogénica foi realizado ensaio de
imunizacao de coelhos. Neste experimento, foram utilizados coelhos machos da raca Nova
Zelandia pesando aproximadamente 2 Kg e com cerca de 4 meses. Antes da primeira dose
de imundgeno, foi feita uma sangria para obtengdo do soro controle pré-imune. Apds a
coleta do soro, cada coelho recebeu uma dose de 150 pug de toxina beta recombinante

fracdo insolluvel ressuspensa em adjuvante completo de Freund’s (Sigma). A mistura foi
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homogeneizada até apresentar uma grande consisténcia. As inje¢cdes foram aplicadas por
via subcutanea em 4 pontos diferentes em uma area depilada do dorso dos animais.

O primeiro reforgo foi realizado 15 dias apds a primeira imunizagdo seguindo os
mesmos procedimentos, com excec¢do da substituicdo do adjuvante completo de Freund’s
pelo incompleto. O segundo reforgo e os subsequentes foram realizados em intervalos de 7
dias, totalizando 4 reforgos e 5 doses. Foram realizadas sangrias apés o 2°, 3° e 4° reforgos
(3°, 4° e 5° doses) para caracterizagao dos soros por ELISA. Paralelamente, foi realizada na
Escola de Veterinaria da UFMG a produgao de anticorpos contra a fragdo soluvel da toxina

beta recombinante e o soro também foi caracterizado por ELISA.

V.6.2.2. Analise da reatividade dos anticorpos anti-beta recombinante contra a

toxina nativa e titulagao dos soros dos animais

Os soros imunes obtidos com a imunizacado de coelhos foram submetidos ao ELISA
para verificar se a toxina beta recombinante € imunogénica e se os anticorpos produzidos
apresentavam reatividade contra a toxina nativa com boa titulagcdo. Todas as amostras
foram feitas em duplicata. Foi feito um controle negativo em que se utilizou o soro pré-imune
e um controle positivo em que a microplaca foi sensibilizada com a toxina recombinante.

A microplaca foi sensibilizada por 16 horas a 4°C com 0,5 ug por pogo de toxina beta
nativa ou toxina beta recombinante (no caso do controle positivo) diluidas em tampé&o
carbonato. A placa foi entdo lavada 2 vezes com solugéo de lavagem (vide item IV.A). Em
seguida, a placa foi incubada a 37°C por 1 hora com solugéo de bloqueio (vide item IV.A).
Apo6s lavar a placa 2 vezes com solugéo de lavagem, ela foi incubada com dilui¢des (1:100;
1:200; 1:400; 1:800; 1:1.600; 1:3.200; 1:6.400; 1:12.800) de soro imune e soro pré-imune
(no caso do controle negativo) dos coelhos por 1 hora a 37°C. A placa foi lavada 6 vezes
com solucao de lavagem e incubada por 1 hora a 37°C com o conjugado anti-lgG de coelho
peroxidase diluido 1:10.000 em tampao de incubacéo.

Ao final, a placa foi novamente lavada 6 vezes e foram adicionados 100 yl em cada
poco de solugdo substrato composta de 2 mg de OPD, 2 pl de H,O, e 10 mL de tampéo
citrato (vide item IV.A). A placa foi deixada 15-20 minutos no escuro e a reacao foi
interrompida com 20 pl/pogo de H,SO, diluido 1:20. Os valores de absorbéancia foram
determinados no comprimento de onda de 492 nm no aparelho “Titertek Multiscan plate

spectrophotometer”.
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V.1. Consideragdes iniciais

As doengas causadas por bactérias do género Clostridium levam a perdas
consideraveis no rebanho, uma vez que o tratamento, na maioria dos casos, é impraticavel
devido a rapida evolugdo das doencas. Além disso, a erradicagdo das clostridioses é
praticamente impossivel. As caracteristicas ecolégicas do agente e a sua forma esporulada
de resisténcia, aliado aos outros fatores que levam as doengas, sdo impossiveis de serem
totalmente controlados e eliminados (Lobato e Assis, 2000).

No Brasil, a pecuaria apresenta grande importancia econdmica para o consumo
interno e para exportagcado (IBGE, 2010; MDIC, 2010; USDA, 2010). Portanto, o pais € um
dos principais mercados consumidores de vacinas contra clostridioses do mundo. O Instituto
Biolégico publicou em 1995 uma pesquisa sobre o indice de bactérias presentes nos
quadros de clostridioses do pais em que o Clostridium perfringens aparece com uma
frequéncia maior que 66,1% (Baldassi et al., 1995). A utilizagdo de antibiéticos na racao
animal proporcionou uma diminui¢do dos surtos de clostridioses em todo o mundo, mas o
seu uso indiscriminado como promotores de crescimento foi relacionado com o aumento de
surtos provocados por linhagens resistentes, incluindo linhagens de C. perfringens
(Johansson et al., 2004; Martel et al., 2004). Como essa espécie € a principal responsavel
por quadros de enterotoxemias causadas por clostridios que acometem animais e humanos,
a vacina contra essa enfermidade é indispensavel para a pecuaria brasileira.

A partir da década de 1980, a produgao intensiva de conhecimentos cientificos
mundiais na area da biotecnologia e os vultosos investimentos realizados pelos governos
dos paises desenvolvidos - incrementados pela crescente intervengao de laboratorios
transnacionais - vém propiciando a produgdo de novas vacinas mais complexas
tecnologicamente, que apresentam, assim, alto valor agregado. Essas vacinas apresentam
custos mais elevados devido a pesquisa e desenvolvimento nescessarios, mas sdo mais
eficazes e menos reatogénicas, atendendo a normas de controle internacionais de qualidade
(Davis et al., 2002). Esses novos produtos, com alto valor agregado, propiciam pregos
elevados e, em conseqléncia, lucros também ampliados, despertando a atencdo de
grandes transnacionais que estdo se organizando em poucos conglomerados, o que torna o
mercado de vacinas altamente oligopolizado (Homma et al., 2003).

O Brasil possui longa tradicdo de produgéo publica de vacinas, mas, ao longo dos
anos, por varios motivos, as instituicoes produtoras entraram em decadéncia e tiveram seu
processo de desenvolvimento tecnoldgico estagnado. Assim, essas instituicdbes perderam a
competitividade tecnoldgica e ficaram praticamente inoperantes permitindo que houvesse a

intervencdo de multinacionais nesse setor. Em meados da década de 1980, o Ministério da
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Saude, preocupado com a qualidade das vacinas humanas nacionais, solicitou o
fortalecimento das atividades de controle de qualidade dessas vacinas. Entdo, um grande
laboratério multinacional, que detinha 80% do mercado nacional de soros e vacinas,
abandonou de forma repentina essa linha de produgéo, o que sugere que a maior qualidade
implicava em maiores custos e investimentos que, muitas vezes, ndo correspondem aos
interesses desses laboratério. Diante disso, o governo federal resolveu intervir na area,
devido a grande importancia e especificidade dos soros e vacinas requeridos no pais
(Homma et al., 2003).

A iniciativa privada n&o realiza desenvolvimento tecnolédgico e inovagao no setor de
vacinas, devido ao longo periodo requerido e aos altos investimentos de risco dispendidos
na pesquisa e producdo desse setor. Por isso, € necessario que o governo apodie
financeiramente, de forma total ou parcial, para que haja desenvolvimento nessa area
(Gregersen, 1997). Por questdes de necessidade, sdo os laboratérios produtores que vém
liderando as atividades de Desenvolvimento Tecnolégico e Inovagcdo Tecnoldgica em
vacinas no Brasil. Nesse caso, em que se procura incorporar a tecnologia rapidamente, a
solucdo tem sido buscar transferéncia tecnoldgica. Dessa forma, a Bio-Manguinhos
incorporou de transnacionais a tecnologia de produgédo de varias vacinas humanas através
de acordos firmardos para a transferéncia de tecnologia (Homma et al., 2003).

Nos paises desenvolvidos o governo apoia de forma direta e sistematica os projetos
de desenvolvimento tecnoldgico, tanto nos institutos governamentais de pesquisa como em
universidades e laboratérios privados (Foulkes et al., 2002). Além disso, nesses paises
existem milhares de empresas de biotecnologia voltadas para a saude humana e animal e
que investigam novas moléculas, fazem clonagem e expressao de antigenos de interesse,
estudam novos adjuvantes, formulagdes, formas de aplicagdo e desenhos de vacinas
(Homma et al., 2003). Esses laboratérios sdo a sustentagdo tecnoldgica das grandes
multinacionais, incrementando o setor terceario desses paises. Assim, 0 cenario
internacional mostra-se susceptivel ao desenvolvimento de novas vacinas, tanto para
substituir as atuais que apresentam problemas de reatogenicidade ou eficacia reduzida,
como de outras inexistentes (Homma, 1999).

Como o governo brasileiro possui outras prioridades para aplicagdo dos seus
recursos financeiros, observa-se que a producao de vacinas de interesse para a pecuaria é
dominada por transnacionais. Essas empresas, que produzem as mesmas vacinas para
paises desenvolvidos dentro de rigorosas normas internacionais de controle de qualidade,
paradoxalmente, produzem vacinas no Brasil de qualidade duvidosa. Atualmente, como nao
ha controle oficial que ateste a qualidade das vacinas clostridiais nacionais quanto a sua

inocuidade, sua esterilidade e poténcia de todos os seus antigenos, varios trabalhos
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constataram a baixa qualidade dessas vacinas (Lobato et al., 1994; Azevedo et al., 1998;
Balsamao et al., 2000; Lobato et al., 2000; Lobato et al., 2004; Lobato et al., 2008). Azevedo
e colaboradores em 1998 e Lobato e colaboradores em 2000 demonstraram a ineficiéncia
das vacinas nacionais disponiveis no mercado contra enterotoxemias. Além disso, de
acordo com a literatura, nenhuma vacina é produzida especificamente para prevenir
enterotoxemia em caprinos, sendo as desenvolvidas para ovinos utilizadas em caprinos
(Uzal e Kelly, 1996). De acordo com Uzal e colaboradores (1998), os caprinos apresentam
titulos de anticorpos menores e menos persistentes.

Todos esses dados ressaltam a importancia e urgéncia de mais pesquisas para o
desenvolvimento de novas vacinas nacionais contra enterotoxemias para aves, bovinos,
caprinos e ovinos. A produgao de vacinas com métodos tradicionais € bastante dispendiosa
e trabalhosa. Os processos complexos de purificagdo e cultivo dos microorganismos
envolvem uma metodologia demorada e que podem nao gerar resultados homogéneos. As
vacinas recombinantes representam uma nova geragao de vacinas em que ha uma melhor
relacdo custo/beneficio em que a qualidade é priorizada. Elas apresentam resultados mais
precisos, puros € homogéneos do que as tecnologias empregadas tradicionalmente.
Atualmente, no mercado veterinario ja estdo disponiveis vacinas recombinantes para caes,
gatos, cavalos, bovinos e animais silvestres, protegendo-os contra as principais doencas

infecciosas (http://www.merial.com.br/).

Diante desse contexto, nosso grupo de pesquisa realiza projetos que possuem como
objetivo principal o desenvolvimento de uma vacina recombinante polivalente contra
enterotoxemias provocadas por Clostridium perfringens. O primeiro trabalho realizado com
essa proposta teve como objetivo a “Clonagem e expressdo do gene da toxina épsilon de
Clostridium perfringens tipo D e sua aplicagdo na imunizacdo de animais”. Continuando
nessa linha de pesquisa, o presente trabalho teve como objetivo a “Clonagem e expressao
do gene da toxina beta de Clostridium perfringens tipo B e sua aplicagdo na imunizagao de
animais”. Para tanto, o primeiro passo consistiu em clonagem de parte da ORF codificante
da toxina beta, isolada e amplificada através da técnica de PCR, no vetor pCR2.1-TOPO da
Invitrogen. Esse fragmento correspondente a parte da ORF de interesse foi nomeado de

Btox, assim, o plasmideo construido recebeu a denominacao de pTP:Stox.

V.2. Propagacao in vivo do plasmideo pTP:Btox

O plasmideo pTP:Btox foi previamente construido pelo Prof. Dr. Evanguedes
Kalapothakis e encontrava-se ressuspenso em agua ultra-pura estéril. Esse plasmideo € o

inserto correspondente a parte da ORF codificante da toxina beta de Clostridium perfingrens
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tipo B clonado no vetor pCR2.1-TOPO da Invitrogen. A clonagem do inserto no sistema
TOPO almejou inserir adaptadores flanqueando a seqiéncia nucleotidica de interesse para
a subclonagem no vetor de expressédo. Esses adaptadores foram inseridos através dos
iniciadores desenhados para a PCR, utilizada para isolamento e amplificacdo de parte da
ORF codificante da toxina beta, e correspondem a sequiiéncias que sdo reconhecidas pela
endonuclease de restrigdo BamH |. Os fragmentos de DNA obtidos como produtos da PCR,
denominados de ptox, foram clonados no sistema pCR2.1-TOPO gerando, assim, o
plasmideo intermediario pTP:Btox. A digestdo enzimatica do plasmideo pTP:Btox e do vetor
de expressdao pET11a com a enzima de restricio BamH | expbde pontas coesivas
complementares que aumentam a taxa de eficiéncia da clonagem quando comparado com
as pontas cegas.

Para a propagacao in vivo do plasmideo pTP:Btox, foi realizada a transformacao de
células eletrocompetentes de Escherichia coli XL1-Blue com essa construgdo genética. A
alta taxa de eficiéncia de eletrotransformacado dessas bactérias eletrocompetentes foi
calculada através de teste com o plasmideo pUC18, utilizado como referéncia. Obteve-se
7,8 x 10° unidades formadoras de colénia (UFC) por micrograma de DNA plasmidiano.
Varias col6nias de transformantes pTP:Bfox foram obtidas como resultado dessa boa taxa
de eficiéncia. Duas dessas coldnias de transformantes foram submetidas a extragdo em

baixa escala de plasmideo por lise alcalina para a realizagdo dos experimentos posteriores.

V.3. Subclonagem do fragmento Btox no vetor pET11a (Novagen)

A escolha pelo sistema de expressdo pET baseou-se nas varias caracteristicas
vantajosas apresentadas por ele. Entre elas, destaca-se o veiculo bacteriano de clonagem e
expressao. Escherichia coli é uma bactéria intensamente utilizada com sucesso para
expressao heterdloga de proteinas, apresentando um grande numero de ferramentas
genéticas disponiveis, além da grande facilidade de manipulagdo genética e microbioldgica
a baixos custos (Makrides, 1996; Villaverde e Currio, 2003; Chou, 2007). A linhagem
BL21DE3 foi escolhida devido a sua deficiéncia em dois genes de proteases citoplasmaticas
e por ser amplamente utilizada apresentando 6timos resultados em diferentes trabalhos (Liu
e Pan, 2010; Zhang et al., 2010; Ren et al., 2010; Sun et al.,, 2010). Para maximizar a
producdo de proteinas, foi utilizada a linhagem mutante BL21 C41 (DE3). Esse mutante,
juntamente com o BL21 C43 (DE3), apresentam alta taxa de transformacio diante de
diferentes plasmideos. Além disso, durante o cultivo bacteriano, esses mutantes alcangam

alta taxa de densidade de saturagao celular com produgao de proteinas em niveis elevados
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e sem efeitos toxicos para a bactéria, apresentando-se, assim, mais eficientes para
expressao heterdloga de diferentes proteinas (Dumon-Seignovert et al., 2004).

Além disso, os vetores da série pET sdo bastante utilizados devido a sua grande
versatilidade ao proporcionar diferentes estratégias de produgéo de proteinas (Villaverde e
Currio, 2003; Sorensen e Mortensen, 2005a). Muitas publicagbes descrevem o sucesso da
utilizacdo desses sistemas de expresséo, inclusive, trabalhos anteriores do nosso grupo de
pesquisa também apresentaram bons resultados utilizando o vetor pET11a (Araujo, 2005;
Dornelas, 2007; Mendes, 2007). Em um dos mais recentes trabalhos do nosso grupo de
pesquisa, Souza e colaboradores em 2010 publicaram a clonagem e expressao da toxina
épsilon de Clostridium perfringens tipo D utilizando o sistema de expressao pET11a em
E.coli BL21 DE3. Diante dos bons resultados alcangados, a clonagem de parte da ORF da
toxina beta utilizando esse sistema de expressdo apresentou-se como uma alternativa
promissora para a obtencdo da toxina beta recombinante, ja que essas toxinas sao
produzidas pela mesma espécie de microorganismo.

Apods a verificagcdo do bom rendimento da extragdo em baixa escala do plasmideo
pTP:Btox, conforme pode ser observado na figura 7, seguiu-se com a reacao de digestéo
enzimatica com a enzima BamH | para liberagdo do fragmento Btox e para linearizagdo do
vetor pET11a. A figura 8 mostra a foto do resultado da eletroforese em gel de agarose que
contém aliquotas dos produtos de digestdo enzimatica dos dois vetores. Apds a constatacéo
da completa digestao enzimatica, foi realizada com sucesso a purificagao dos fragmentos de
DNA de interesse (dados ndo mostrados). O vetor linearizado e o inserto purificados, ambos
com pontas coesivas complementares, foram, entdo, submetidos a reagdes de ligagao.
Foram realizadas 4 reagdes em que foi variada a quantidade de inserto para aumentar a

probabilidade de ligagdo dos dois fragmentos de interesse.

Figura 7 - Extragao de plasmideos pTP:Btox de E. coli XL1-Blue em pequena escala.
Eletroforese em gel de agarose a 1% corado com brometo de etidio. Canaletas 1 e 2: clone

1. Canaletas 3 e 4: clone 2.
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Figura 8 - Digestao enzimatica dos plasmideos pTP:Btox e pET11a. Eletroforese em gel
de agarose a 1% corado com brometo de etidio Canaleta 1: plasmideo pTP:Bfox nao
digerido. Canaleta 2: produto da reacdo de digestdo do plasmideo pTP:Btox. Canaleta 3:
vetor pET11a ndo digerido. Canaleta 4: produto da reagdo de digestdo do plasmideo
pET11a. Em vermelho, estdo os fragmentos de interesse para a subclonagem: provavel

inserto Btox na canaleta 2 e vetor pET11a linearizado na canaleta 4.

Os produtos de ligagao foram utilizados para transformar células eletrocompetentes
de E. coli XL1-Blue para selecdo e propagacdo in vivo da construcdo de interesse
pET11a:Bfox. Foram obtidas varias colbnias de transformantes e nenhuma colbnia foi
visualizada nas placas do controle negativo, que foi realizado para controle de contaminagao
do processo de eletroporacao e selecéo de transformantes. Dessa maneira, foi verificado
que houve uma boa taxa de transformagao sem contaminacoes.

Dessas colbnias obtidas, 96 foram escolhidas aleatoriamente e foram submetidas a
extracao de plasmideos em pequena escala por lise alcalina para a busca de transformantes
que apresentassem parte da ORF codificante da toxina beta (fragmento SBfox) clonada em
correta matriz de leitura e com integridade da seqiéncia nucleotidica. Foi utilizado o
protocolo de extragao de plamideos em microplaca para maior rapidez do processo, pois ele
permite a analise de varios plasmideos concomitantemente. Aliquotas das culturas
bacterianas crescidas para a extracao de plasmideos foram estocadas em glicerol a -70°C,
garantindo a preservacdo de cada possivel clone. Amostras da extragdo dos plasmideos

foram escolhidas aleatoriamente para verificacdo da qualidade da extracdo através de
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eletroforese. A Figura 9 mostra a foto dessa eletroforese demonstrando que a qualidade da

extragao foi satisfatoria.

1 23 4 &5 B 7 8 8 10 1M1213 1415 16 171819 2021 2223 24

Figura 9 - Extragao em pequena escala dos plasmideos de E. coli XL1-Blue que foram
submetidas a transformag¢ao com o produto da ligagao do vetor pET11a com o inserto
Btox. Eletroforese em gel de agarose a 1% corado com brometo de etidio. Canaletas 1 a 24:
aliquotas dos plasmideos de 24 diferentes colénias de transformantes escolhidos

aleatoriamente entre as 96 extracdes de plasmideos realizadas em microplaca.

V.4. Confirmagao da subclonagem do fragmento de DNA Btox no vetor pET11a

Uma aliquota dos plasmideos extraidos de cada colbnia foi submetida a PCR em
microplaca para a analise dos transformantes com o objetivo de buscar a construgéo
genética de interesse. A eletroforese em agarose mostrou que das 96 reagbes, 25
apresentaram amplificagdo. A figura 10 mostra a amplificagdo de alguns dos transformantes.
As reagdes que nao apresentaram amplificagdo podem ser explicadas por alguns fatores
como a falta de qualidade da extracdo de plasmideo do transformante, problemas de
manipulacdo na realizacdo da PCR, presenca de inibidores na reagao, plasmideo sem
inserto ou insertos inseridos em sentido contrario (anti-senso). Esses 25 possiveis clones
foram submetidos a reagao de digestao enzimatica e 8 liberaram o inserto, o que sugere que
eles realmente apresentam o inserto clonado em correta matriz de leitura. A figura 11 mostra

dois desses possiveis clones que liberaram o inserto.
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Figura 10 - Amplificagdao por PCR do fragmento Btox a partir do DNA plasmidiano
extraido de diferentes coldnias de E. coli que foram submetidas a transformag¢ao com
o produto da ligagdo do vetor pET11a com o fragmento Btox. Eletroforese em gel de
agarose a 1% corado com brometo de etidio. Canaleta 1: Padrdo de peso molecular 1 Kb
DNA Ladder (Promega). Canaleta 2: controle negativo da reacdo. Canaletas 3 a 24: produto
das reacbes de PCR realizadas a partir do DNA plasmidiano extraido de 22 diferentes
transformantes utilizando os iniciadores direto do vetor e reverso do inserto (T7 F e R1 TxB,

respectivamente).
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Figura 11 - Digestdao enzimatica de plasmideos pET11a:Btox para confirmacido da
subclonagem. Eletroforese em gel de agarose a 1% corado com brometo de etidio.
Canaleta 1: padrédo de peso molecular 1 Kb DNA Ladder (Promega). Canaletas 2 e 3:
produto da reagdo de digestdo do plasmideo pET11a:B8fox de duas colénias de
transformantes que apresentaram amplificacdo do inserto Btox na reacdo de PCR para

confirmagao da subclonagem.
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Seguiu-se com a reagdo de seqlienciamento e analises in silico para verificar a
integridade da sequéncia nucleotidica de alguns possiveis clones. Dos 8 plasmideos que
apresentaram amplificagdo na PCR e liberaram o inserto na reagao de digestédo, 4 foram
submetidos ao seqlenciamento. Foram realizadas 2 reacdes para cada plasmideo, em que
apenas o iniciador foi modificado. Os iniciadores T7 direto e reverso que anelam no vetor
foram utilizados para garantir uma boa cobertura de toda a sequéncia.

As seqUéncias nucleotidicas obtidas demonstraram que os insertos correspondiam a
sequéncia do gene cpb que codifica a toxina beta de Clostridum perfringens tipo B (Escore
‘e-value” = 0.0) e estavam clonados em fase de leitura correta com o promotor T7. A
sequéncia nucleotidica obtida com o sequenciamento do clone A6 (localizagdo na

microplaca) esta ilustrado na Figura 12.
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TAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACATATGGCTAGCATGACTGGTGGACAGCAAATGGGTCGCGGATCCGTTATA
GTTAGTTCACTTTTAAACGGATGCCTATTATCACCAACTTTAGTGTATGCAAATGATATAGGTAAAACTACTACTATAACTA
GAAATAAGACATCAGATGGCTATACTATAATTACACAAAATGATAAACAGATAATATCATATCAATCTGTTGACTCTTCAAG
TAARAATGAAGATGGTTTTACTGCATCTATAGATGCTAGATTTATCGATGATARATATTCATCTGAAATGACAACTTTAATA
AACTTAACTGGATTTATGTCTTCAAAAAAAGAAGATGTTATAAAAAAATACAATTTGCATGATGT TACTAATTCTACTGCAA
TTAATTTTCCGGTTAGATACTCGATTTCTATTTTAAATGARAGTATTAATGAAAATGTARAAATAGTTGATAGTATTCCTAA
AAATACAATTTCTCAAARAACTGTATCCAATACAATGGGATACAARATAGGAGGTTCAATTGARATAGAAGARRATAAACCT
ARAGCTTCAATTGAAAGCGAATATGCTGAATCATCTACAATAGAATATGTCCAACCTGATTTTTCTACTATACAGACAGATC
ATTCAACCTCTAAAGCTTCATGGGATACARAATTTACAGARACTACTCGTGGTAATTATAATTTARAATCARACARCCCTGT
ATATGGAAATGAAATGTTTATGTACGGAAGATATACTAATGTTCCTGCAACTGAARATATAATTCCAGATTATCAAATGTCA
AAATTAATAACAGGTGGTTTAAACCCTAATATGTCTGTAGT TCTAACTGCTCCTAATGGTACTGARGAATCTATAATARAAG
TTAAAATGGAGCGTGAAAGAAACTGTTATTATCTTAATTGGAATGGTGCTAACTGGGTAGGACAAGTCTATTCCAGGCTAGC
TTTTGATACCCCAAATGTAGATAGTCATATATTTACATTCAAAATAAATTGGCTTACT CACAAAGTAACAGCTATTGGATCC

GGCTGCTAACAAAGCCCGAAAGGA

Figura 12 - Seqiiéncia nucleotidica obtida através do seqilienciamento do plasmideo
pET11a:Btox. Nessa figura esta representada a fita de DNA codificadora obtida através do
sequenciamento da regido do plasmideo pET11a:Btox que é flanqueada pelos iniciadores
T7F e T7R que anelam no vetor. Em verde, a seqiéncia do vetor; em lilas, o sitio de ligagao
do ribosso; em vermelho italico, os iniciadores F1 TxB e R1 TxB utilizados para amplificacao
do fragmento Bfox; em amarelo, os adaptadores correspondentes a sequiéncia reconhecida
pela endonuclease de restricdo BamH |; sublinhado em italico, o cédon de inicio e de fim da

traducao.

V.5. Expressao e purificagao da toxina beta recombinante

V.5.1. Expressao piloto da toxina beta recombinante
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Para maximizar a obtencédo da toxina beta recombinante em grande quantidade e
com alto grau de concentragao, foram realizadas expressdes piloto para a escolha de um
recombinante que apresentasse grande capacidade de expressao da proteina de interesse.
Para isso, apos a transformagao bacteriana da linhagem de expressao E. coli BL21 DE3
eletrocompetente, dez transformantes, entre os varios obtidos, foram submetidos a
expressao piloto. Aliquotas do produto da indugcdo da expressao dos transformantes foram
submetidas a eletroforese em gel SDS-PAGE 12% juntamente com o padrdo de peso
molecular Prestained Protein Ladder da Fermentas e com o controle negativo da expressao.
Foi observado que alguns transformantes apresentam uma grande producao de proteina
que é visualizada através de uma banda proeminente com o peso molecular esperado para
a proteina recombinante de aproximadamente 36, 8 KDa, que nao € observada no controle
negativo (dados ndo mostrados). Um dos clones foi submetido a expressdo em larga escala

para a realizagéo dos testes de letalidade e imunogenicidade.

V.5.2. Expressdo em larga escala e purificagdo da toxina beta recombinante

A eficiente expressao de proteinas recombinantes é um processo que pode envolver
varias tentativas empiricas. Frequentemente, o principal objetivo associado a esse processo
consiste na obtencdo de altos niveis de produto solivel, como discutido por Sorensen e
Mortensen (2005b) em uma revisao sobre a expressao de proteinas em E.coli. Entretanto,
utilizando o sistema de expressdo pET é frequentemente descrito que uma quantidade
significativa de proteina recombinante é produzida na forma insoluvel através da formagéo
de corpos de inclusdo no citoplasma bacteriano. O aproveitamento das proteinas obtidas
nessa forma € um grande desafio e pode apresentar muitas vantagens, como a grande
quantidade de proteinas produzidas que esta protegida da degradacéao proteolitica - 0 que é
um fator limitante essencial para o sucesso da produgédo de proteinas heterdlogas - e o
rapido processo de purificacdo protéica a baixos custos. Esses agregados de proteinas
contidos nos corpos de inclusdo podem ser convertidos em produtos bioativos sollveis
(Sorensen e Mortensen, 2005b) ou podem ser utilizados na forma insoluvel (Clark, 2001;
Middelberg, 2002).

A purificacdo da toxina beta a partir do sobrenadante de culturas de C.perfringens
tipo B ou C mostra-se bastante dificil devido a varias razdes como: (i) a toxina é
extremamente termolabil e sensivel a proteinases, (i) a toxina & inativada pelo grupo
sulfidrila ou agentes oxidantes e (iii) a toxina se polimeriza com grande facilidade, sendo que

essa forma nao apresenta atividade e é dificil dissocia-la para a forma monomérica ou forma
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ativa (Sakurai, 1995; Sakurai et al., 1997). Diante disso, a expresséo e purificagdo da toxina
beta recombinante apresenta grandes vantagens.

Apos a expressao em larga escala da toxina recombinante (500 mL de cultura) e sua
purificagao por lavagens e sonicagdes do precipitado (pellet), os resultados obtidos foram
visualizados no gel de SDS-PAGE 18%. Foi observado que aproximadamente 10% da
proteina apresentou-se na forma sollivel e uma grande quantidade, 90%, ficou retida no
precipitado resultante sob a forma de corpos de incluséo insoluveis. A figura 13 mostra
esses resultados observados no gel de SDS-PAGE que contém o rendimento desse
processo de expressao e purificagdo da toxina recombinante juntamente com o padrao de
peso molecular e o controle negativo da expressao. Foram aplicadas amostras dos
sobrenadantes - que podem conter a fragédo soluvel - e do precipitado final da toxina obtida -
que contém a fragao insoluvel. Para comparacao, foram aplicadas também amostras dos
sobrenadantes e do precipitado final do controle negativo da expressao que foi realizado
paralelamente - expressdo do plasmideo pET11a sem inserto em E. coli BL21 DE3 - e o
padrdo de peso molecular Prestained Protein Ladder da Fermentas. O gel mostra uma
banda proeminente de proteinas, de aproximadamente 36,8 KDa nos sobrenadantes e no
precipitado final, que ndo esta presente no controle negativo. Essa banda possui peso
molecular correspondente a toxina beta recombinante. Uma banda de peso molecular
semelhante foi também observada no sobrenadante do controle negativo quando as
amostras foram submetidas a eletroforese com gel de SDS-PAGE 12%. No gel da figura 13,
com concentragao de 18%, é possivel garantir que essa banda corresponde a outra proteina
de E.coli, ja que essa banda € visualizada apenas nos primeiros sobrenadantes e n&o é
visualizada no precipitado final.

O sistema de expressao pET11a em E. coli BL21 DE3 mostrou-se bastante eficiente,
pois permitiu a produgéo de grandes quantidades de proteina com alto grau de purificagéo e
baixa taxa de degradacdo. A metodologia utilizada apresenta-se mais simples, mais rapida e
menos dispendiosa do que outras tecnologias, como cromatografias e purificacdo em
resinas. Os resultados obtidos mostram que altos niveis de proteina purificada foram

alcancados através da utilizagao da formacao de corpos de inclusao.
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Figura 13 - Expressdo em larga escala e purificagao da toxina beta recombinante.
SDS-PAGE de proteinas em gel de poliacrilamida 18%, sob condigbes desnaturantes
corado com azul de coomassie, de aliquotas da expressao em larga escala e purificagéo da
toxina beta recombinante obtida através do clone E. coli BL21 DE3 pET11a:Btox. Canaleta
1: padréo de peso molecular Prestained Protein Ladder da Fermentas. Canaletas 2, 4, 6 e 8:
1°, 2°, 3° e 4° sobrenadantes da expressao e purificagdo do controle negativo (expressao do
plasmideo pET11a sem inserto em E. coli BL21 DE3). Canaletas 3, 5, 7 e 9: 1°, 2°, 3° e 4°
sobrenadantes da expressdo e purificagdo da toxina beta recombinante. Canaleta 10:
precipitado final da expressao e purificagdo do controle negativo. Canaleta 11: precipitado
final da expressao e purificagdo da toxina beta recombinante. Destacado em vermelho,
estdo as bandas correspondentes a toxina beta recombinante purificada com peso
molecular de aproximadamente 36,8 KDa na fragdo soluvel (Canaleta 9) e na fragéo

insoluvel (Canaleta 11).
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Muitos trabalhos demonstram que a obtengdo de proteinas sollveis e funcionais
através de processos desnaturantes deve ser seguida por processos de reenovelamento in
vitro (Hrmova et al., 2010; Fradkin et al., 2010; Jurgen et al., 2010). Esse processo pode
exigir um empenho em metodologia muito grande para sua otimizagdo, pode afetar a
integridade da proteina recombinante obtida, pode apresentar resultados irregulares que
comprometem o fluxo conveniente de produgdo de grandes quantidades de proteina
recombinante, além de ser um processo de alto custo (Villaverde e Carrid, 2003; Sorensen e
Mortensen, 2005b; Afzal, 2007; Medynski et al., 2007). Harlow e Lane em 1988
demonstraram que € possivel a utilizagdo de corpos de inclusdo para a producao de
anticorpos e, posteriormente, Vuillard e Freeman em 1995 confirmaram este resultado. As
proteinas presentes nesses agregados estdo protegidas de degradagdo mantendo, assim,
as caracteristicas de antigenicidade e imunogenicidade, ja que os epitopos sao
preservados. A metodologia de purificagcdo de corpos de inclusdao pode ser faciimente
incorporada em escala industrial devido aos baixos custos e a rapidez do processo. Além
disso, trabalhos anteriores do nosso grupo também demonstraram a produg¢ao de anticorpos
através da utilizacdo de corpos de inclusao (Araujo, 2004; Mendes, 2007; Dornelas, 2007).
Em um dos trabalhos mais recentes do nosso grupo de pesquisa, Souza e colaboradores
publicaram em 2010 o sucesso da produgao de anticorpos a partir de corpos de incluséo da
toxina épsilon recombinante de Clostridium perfringens tipo D e, em seguida, Lobato e
colaboradores (2010) realizaram ensaios de imunizagédo em coelho, cabra, ovelha, e gado, e
verificaram que essa toxina recombinante gerou titulos de anticorpos compativeis com a
exigéncia de orgéos internacionais de controle de qualidade de vacinas.

Diante do exposto, decidiu-se utilizar também a forma insolivel da toxina beta
recombinante nos experimentos de imunizacdo. Para tanto, a toxina recombinante foi

primeiramente caracterizada farmacologicamente.

V.6. Anadlise da producdo e das propriedades farmacoldgicas da toxina beta

recombinante

V.6.1. Quantificagao da toxina beta recombinante

A expressao da toxina beta recombinante de Clostridium perfringens tipo B foi
avaliada quantitativamente atrvés do método de Bradford utilizando-se BSA como padrao. A
dosagem de proteinas foi estimada em, aproximadamente, 0,3 mg/mL na fragdo soluvel e 5
mg/mL na fragdo insoluvel, o que demonstra alta eficiéncia de expressao, conforme pode

ser verificado na literatura (Nijland et al., 2007). Essas dosagens confirmam a analise feita

68



RESULTADOS E DISCUSSAO

em gel de SDS-PAGE em que aproximadamente 10% da proteina recombinante
encontrava-se na fragao soluvel enquanto que aproximadamente 90% ficou retida na fracéo
insollvel. Proteinas obtidas na forma sollvel apresentam maior probabilidade de estarem
funcionais. Para caracterizar farmacologicamente a toxina recombinante da fragao soluvel e

insoluvel, seguiu-se com teste de letalidade em camundongos.

V.6.2. Ensaio de letalidade da toxina beta recombinante

Apbs a expressao e purificacdo da toxina beta recombinante, foi realizado teste de
letalidade em modelo animal para analise das caracteristicas farmacolégicas da toxina
produzida comparando-a com a toxina nativa. Propriedades farmacoldgicas iguais ou
semelhantes a toxina beta nativa seria um bom indicio de maior probabilidade de producao
de anticorpos efetivamente neutralizantes contra essa toxina. Essa maior probabilidade é
justificada pelas caracteristicas semelhantes da estrutura tercearia da toxina recombinante
em relagado a toxina nativa, o que poderia auxiliar na exposi¢ao dos epitopos que geram a
producao de anticorpos efetivamente neutralizantes.

O animal modelo para esse experimento € o camundongo. A DLs, para a toxina beta
nativa foi descrita por Sakurai e Fujii em 1987 como sendo de 4,5 ug/kg por administragéo
intra peritoneal e 310 ng/kg para administragdo intra venosa. Em 2000, Shatursky e
colaboradores produziram um tipo de toxina beta recombinante que apresentou DLg, de 25
Mg/kg por administragao intra peritoneal, que € semelhante a doses letais descritas para
algumas toxinas beta isoladas de Clostridium perfringens. Nijland e colaboradores (2007)
observaram uma diminuicdo em trés ordens de magnitude na letalidade do toxdide
produzido por eles em relacdo a toxina selvagem. Shatursky e colaboradores (2000)
utiizaram uma dose maxima de 160 ug/Kg de toxina beta recombinante para a
caracterizacdo da toxina através de visualizacao de letalidade em animais. Essa dose foi
adotada como parametro para o presente trabalho como dose maxima a ser testada em
animais.

Foi observado que dos quatro grupos de camundongos utilizados, apenas os animais
do grupo controle positivo, em que foi administrada toxina épsilon recombinante obtida com
igual metodologia utilizada para a toxina beta recombinante, vieram a o6bito. O grupo
controle negativo e os grupos testes ndo apresentaram mortalidade. Dessa maneira, foi
constatado que tanto a fracdo sollvel e a insoluvel da toxina beta recombinante nao
apresentam letalidade.

Para tentar explicar a n&o letalidade da toxina beta recombinante, algumas

inferéncias podem ser feitas. Em um trabalho anterior do nosso grupo de pesquisa, foi
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realizada a clonagem e expressao de parte da ORF codificante da toxina épsilon de
Clostridium perfringens tipo D com metodologia muito semelhante a realizada para a toxina
beta. A toxina épsilon recombinante, diferentemente da toxina beta recombinante obtida
nesse trabalho, apresentou letalidade, confirmando a recorrente observacdo de que cada
clonagem e expressao de proteinas apresentam suas particularidades (Jonasson et al.,
2002; Chou, 2007). Uma comparagao entre as estruturas tridimensionais das toxinas épsilon
e beta em suas formas nativas podem oferecer algum indicio que poderia ajudar a explicar a
nao funcionalidade da toxina beta recombinante.

A funcionalidade de uma proteina depende de sua estrutura primaria, que determina
sua estrutura secundaria e, finalmente, determinam sua estrutura tercearia. As interacoes
hidrofébicas entre os aminoacidos e a agua provocam a coalescéncia e o empacotamento
dos elementos da estrutura secundaria. Assim, o arranjo tridimensional dos aminoacidos na
proteina determina sua estrutura terciaria. Como a estrutura primaria da toxina beta
recombinante foi mantida em relagdo a nativa, conforme constatado através do
sequenciamento de nucleotideos do fragmento Bfox (item IV.3.4), a estrutura tercearia da
toxina deve ter sido comprometida provocando a nao letalidade. Muitas vezes, a nao
funcionalidade de proteinas recombinantes esta associada a incapacidade de formacao de
pontes dissulfeto, que estao presentes na proteina nativa devido a interacao entre residuos
de cisteinas da molécula, durante o enovelamento da molécula recombinante (Swartz, 2001;
Jonasson et al., 2002). Esse fator ndo poderia justificar a nao letalidade da toxina beta
recombinante, pois, assim como a toxina épsilon, a toxina apresenta somente um residuo de
cisteina em sua molécula.

A estrutura tridimensional da toxina beta ainda nao foi determinada, assim como sua
funcéo bioldgica que ainda nao foi totalmente elucidada, o que dificulta a analise sobre a
nao letalidade da toxina beta recombinante obtida nesse trabalho. Na literatura, sao
descritas algumas caracteristica de toxinas beta expressas de forma heterdloga e algumas
evidéncias sobre a estrutura tridimensional da toxina nativa. Hunter e colaboradores (1993),
quando descreveram a clonagem e seqlenciamento da toxina beta de C. perfriungens tipo
B, relataram que a expressao do gene clonado em E.coli gerava a forma polimérica da
toxina que nao era ativa. Além disso, muitos trabalhos demonstram a importancia do residuo
Cys-265 e da regido que o flanquea na toxina beta e em outras toxinas que séo ativadas por
grupo tiol (Saunders et al.,1989; Pinkney et al.,1989; Michel et al.,1990; Mitchell et al.,1991;
Steinthorsdottir et al.,1995). Essas toxinas possuem um motivo caracteristico que contém
um residuo de cisteina. Na toxina beta, esse residuo encontra-se em uma regiao que possui
outros residuos de aminoacidos em posigao semelhante ao motivo das toxinas ativadas por

gupo tiol, embora a toxina beta apresente fraca homolgia de sequéncia em relagdo a essas
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outras proteinas. Em 1999, Nagahama e colaboradores demonstraram a base da
hidrofobicidade dessa toxina e sugeriram indicios sobre a conformagéao tridimensional da
proteina. O residuo de cisteina na posigéo 265 esta na fronteira entre a regido hidrofilica,
que esta na posigao 256-264, e a regiao hidrofébica que esta na posigao 265-280. O residuo
Trp-275 parece ser importante para a formagao de um eficiente oligbmero e os residuos Tyr-
266 e Leu-268 podem ser necessarios para a ligacdo a um receptor especifico ou
contribuem para a formagéo do oligbmero, sugerindo, assim, que a regiao adjacente ao
residuo de cisteina contribui para uma funcionalidade estrutural importante e que o local
essencial para a atividade da toxina beta esta presente na regido hidrofébica. Regides
hidrofilicas sao geralmente expostas em dire¢cdo a parte externa da molécula e regides
hidrofobicas sao geralmente escondidas dentro da molécula. Provavelmente, o residuo de
cisteina na posig¢ao 265 esteja localizado na entrada da regido hidrofébica ou na cavidade
da molécula. A introdugao de grupos funcionais por agentes modificadores de aminoacidos,
tais como N-ethilmaleimide que levam a formagdo de cisteina em substituicdo a outros
residuos de aminoacidos, possivelmente causam impedimento estérico para a formacao de
poros provocados pela toxina beta ou causam impedimento do acesso da toxina ao seu
receptor especifico. O N-ethilmaleimide leva a formagdo de cisteina - que possui um
tamanho maior de cadeia lateral - em substituicdo a outros residuos de aminoacidos como
tirosina e histidina - que apresentam cadeias laterais menores. Todos esses achados
poderiam ser melhor compreendidos através de um modelo de citoxicidade in vitro com
células cultivadas que poderia ajudar a esclarecer toda a funcionalidade estrutural da
molécula nativa (Nagahama et al., 1999).

Diante do exposto, a possivel causa da falta de atividade da toxina sdo as trocas de
posicao de residuos de aminoacidos em regides do sitio ativo ou auséncia da arquitetura do
sitio ativo da proteina devido ao seu enovelamento errado ou parcial, confirmando que
certas regides essenciais dessa proteina devem ser conservadas para que haja a atividade
da toxina. O enovelamento errado poderia ter exposto parte das regides hidrofébicas e
direcionado para a parte interna da molécula parte das regides hidrofilicas. Os 18
aminoacidos inseridos na toxina recombinante, devido a sequencia nucleotidica do vetor de
expressao podem ter contribuido para a alteragdo da conformacéo tridimensional da toxina
levando a sua total perda de letalidade. No caso da fragao insoluvel, é importante ressaltar
que a formacdo de corpos de inclusdao ocorre por deposicdo de polipeptideos com
enovelamento errado, parcial ou ausente, o que expde regides hidrofébicas e permite
interacbes intermoleculares entre as proteinas heterdlogas expressas ou entre outras
proteinas bacterianas (Villaverde e Carri6, 2003). Isso pode ter contribuido para a falta da

estrutura tipica do sitio ativo da proteina. Essas inferéncias poderiam ser confirmadas
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apenas através de experimentos de cristalografia para elucidagdo da estrutura
tridimensional da proteina recombinante, o que ndo é objetivo desse trabalho.

Para um esboco da complexidade estrutural da toxina beta, uma predicdo da
estrutura tridimensional dessa toxina foi obtida através de modelagem da proteina utilizando

o servidor Modweb: https://modbase.compbio.ucsf.edu/scgi/modweb.cgi (Pieper et al.,

2006). Esse servidor realiza predigcbes da estrutura tridimensional protéica através de
comparagao por similaridades de sequéncias contidas no seu banco de dados. Nesse caso,
outras toxinas formadoras de poros na membrana celular foram utilizadas como parametro.
A estrutura tridimensional obtida foi visualizada através do software Rasmol:

http://www.umass.edu/microbio/rasmol/. As modelagens fornecidas por esse servidor

possuem grande semelhanga com as estruturas reais das proteinas. A figura 14 mostra a

modelagem obtida da toxina beta.

Figura 14 - Modelagem da estrutura tridimensional da toxina beta de Clostridium
perfringens. A predigdo da estrutura tridimensional da toxina beta foi realizada através do

servidor Modweb, disponivel em https://modbase.compbio.ucsf.edu/scgi/modweb.cgi (Pieper

et al., 2008). Esse servidor realiza a predicdo da estrutura tridimensional de proteinas
através de comparacgao por similaridades de sequéncias contidas no seu banco de dados. A
estrutura obtida foi visualizada através do soffware Rasmol, disponivel em

http://www.umass.edu/microbio/rasmol/
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A néo letalidade da toxina recombinante elimina etapas adicionais de destoxificagdo
da toxina para a imunizagédo de animais. Dessa maneira, o presente trabalho obteve a toxina
beta recombinante na forma de toxdide. Para verificagdo da similaridade antigénica da
toxina beta recombinante em relagdo a toxina beta nativa, foi realizado o experimento de

Western blotting.

V.7. Caracterizagao imunolégica da toxina beta recombinante

V.7.1. Western blotting para verificagdao da similaridade antigénica da toxina

beta recombinante em relagao a toxina beta nativa

Apo6s a verificacdo da ndo letalidade da toxina beta recombinante, foi realizada a
caracterizacao imunoldgica utilizando a técnica de Western blotting (Figura 15). Esse ensaio
almejava verificar se a toxina beta recombinante (toxdide beta) apresentava similaridade
antigénica com a toxina beta nativa, ou seja, se os anticorpos anti-beta nativa reagem contra
a toxina beta recombinante. Os anticorpos utilizados foram gentilmente cedidos pelo
Laboratério de Bacterioses e Pesquisa da Escola de Veterinaria/lUFMG, chefiado pelo Prof.
Dr. Francisco Carlos Faria Lobato. Esses anticorpos foram produzidos através da inoculagéo
em coelho do secretado bacteriano de um toxiotipo de Clostridium perfringens que produz a
toxina beta.

Para esse experimento, foi utilizado um controle positivo, que correspondia ao
secretado bacteriano utilizado para a produgéo dos anticorpos, e um controle negativo, que
era o precipitado final da expressao do plasmideo pET11a sem inserto, para a comparagao
com as bandas de expressao da parte soluvel e da parte insoluvel do toxdide beta, que
estdo contidas no sobrenadante e no precipitado final, respectivamente. O precipitado final
da expressao do plasmideo pET11a sem inserto contém proteinas contaminantes de
Escherichia coli que estado presentes também na fracio sollvel e insollvel da expressao da
toxina beta recombinante, pois é impossivel obté-la totalmente purificada. Dessa maneira,
caso ocorram reagoes inespecificas, elas serdo observadas, também, no controle negativo.
Esperava-se que poderia ocorrer reacdes cruzadas entre o soro policlonal - produzido a
partir do secretado bacteriano de clostridio que possui varios anticorpos contra proteinas
bacterianas - e as fragdes purificadas da toxina beta recombinante — que apresentam, tanto
na forma solluvel como na insoluvel, proteinas contaminantes de Escherichia coli. Como
pode ser verificado na Figura 15, os anticorpos reconheceram a banda proeminente de

aproximadamente 36,8 kDa, presente na fragdo soluvel e na fracdo insollvel, com alta
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afinidade e houve pouca reacao cruzada com outras proteinas, como pode ser constatado
através de comparagdo com o controle negativo. Dessa maneira, foi constatada a
similaridade antigénica entre a toxina beta recombinante em relacdo a toxina beta nativa
frente aos anticorpos anti-beta nativa. Para verificar se os anticorpos produzidos a partir da
toxoide beta neutralizam a toxina beta nativa, seguiu-se com a imunizagédo de coelhos para

a producéo de anticorpos anti-beta recombinante.

) S o) '
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Figura 15 - Western blotting para verificagao da similaridade antigénica da toxina beta
recombinante em relagao a toxina beta nativa. A) SDS-PAGE de proteinas em gel de
poliacrilamida 12% sob condigbes desnaturantes corado com azul de coomassie
correspondente ao utilizado para a realizagdao do Western Blotting. B) Western Blotting da
fracdo soluvel e insolivel da toxina beta recombinante. Canaleta 1: padrdao de peso
molecular Prestained Protein Ladder da Fermentas. Canaleta 2: controle positivo que
corresponde ao secretado bacteriano de um toxiotipo de Clostridium perfringens que produz
a toxina beta. Canaleta 3: controle negativo que corresponde ao precipitado final da
expressao do plasmideo pET11a sem inserto. Canaleta 4: 4° sobrenadante da expresséao e
purificagdo da toxina beta recombinante. Canaleta 5: precipitado final da expressédo e
purificagdo da toxina beta recombinante. Em vermelho, esta destacado a banda
proeminente de aproximadamente 36,8 KDa corresponde a toxina beta recombinante

soluvel (Canaleta 4) e insoluvel (Canaleta 5).
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V.7.2. ELISA para verificagao da imunogenicidade da toxina beta recombinante

em relagao a toxina beta nativa

V.7.2.1 Producao de soro antitoxina beta recombinante

O préximo passo para a caracterizagdo imunoldgica da toxina recombinante foi a
analise da sua imunogenicidade. Para tanto, foi realizada a produgéo de anticorpos anti-beta
recombinante através da imunizagcdo de coelhos com a toxdide beta soluvel (Escola de
Veterinaria) e insollvel. Os soros policlonais obtidos foram analisados através de ELISA em
que foi verificada a produgdo de anticorpos e a capacidade de reatividade deles contra a

toxina nativa.

V.7.2.2. Analise da reatividade dos anticorpos anti-beta recombinante contra a

toxina nativa e titulagao dos soros dos animais

A fracdo soluvel e insoliuvel da toxina recombinante foi caracterizada
imunologicamente quanto a sua imunogenicidade por comparagéo entre a reatividade dos
anticorpos anti-beta recombinantes contra a toxina recombinante e contra a toxina nativa. O
soro anti-beta insoluvel utilizado para o ensaio de reatividade corresponde ao soro obtido
através da sangria no 42° dia a partir do inicio das imunizagdes, apos a 5° dose do toxdide
(4° reforgo). Os anticorpos foram utilizados na diluicado 1:100. A figura 16 demonstra que
houve uma boa producgéo de anticorpos com grande reatividade contra a toxina nativa com
os dois soros produzidos, com a fragao soluvel em A e a insoluvel em B. Os soros obtidos e
utilizados nos experimentos de ELISA sado policlonais e as reagdes inespecificas foram
deduzidas através da reatividade obtida com o soro pré-imune.

Os anticorpos produzidos a partir da fragdo sollvel apresentaram menor
reconhecimento da toxina nativa comparando-se com o a reatividade dos anticorpos
produzidos a partir da fracido insoluvel do toxoide. Esses resultados podem ser explicados
pelo tipo de imunizagao realizada com hidréxido de aluminio como adjuvante na inoculagéo
da fracado soluvel. A imunizacdo com esse adjuvante induz uma menor produgdo de
anticorpos comparando-se com o adjuvante de Freud’s, o que justifica os menores valores
de absorbancia obtidos como resultado do reconhecimento da toxina nativa pelos anticorpos
anti-beta recombinante produzidos a partir da fracdo solivel em comparagao aos produzidos
a partir da fragdo insoluvel. E importante ressaltar que a fragdo utilizada como “toxina beta
nativa” € um secretado celular bacteriano de um toxiotipo de Clostridum perfringens que

produz a toxina beta. Esse secretado contém todas as proteinas secretadas pela bactéria,
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inclusive outras toxinas. Diante disso, pode-se inferir que a reatividade observada para a
“toxina nativa” pode estar subestimada, pois os pogos da microplaca foram sensibilizados
com iguais quantidades de toxina recombinante e secretado bacteriano contendo toxina
nativa. Assim, a utilizacdo da toxina beta nativa purificada apresentaria reatividade ainda
maior com os anticorpos anti-beta recombinante nos dois casos. Além disso, as proteinas
utilizadas para as imunizagcdes nao estdo completamente puras, sendo assim, anticorpos
contra as proteinas bacterianas contaminantes de E.coli também serdo produzidos.
Portanto, o soro tem uma propor¢do ainda menor de anticorpos anti-beta recombinante, o
que demonstra que a reatividade observada para a “toxina nativa” esta ainda mais
subestimada.

Em contrapartida, os anticorpos produzidos a partir da fragdo sollvel apresentaram
um maior reconhecimento do toxdide recombinante sollivel comparando-se com a
reatividade dos anticorpos produzidos a partir da fragao insolivel que apresentaram menor
reatividade contra o toxdide insoluvel. Esses resultados podem ser explicados pela menor
interacdo entre os anticorpos anti-beta insollvel e o toxdide contido nos corpos de incluséo.
A deposicao de polipeptideos com enovelamento errado, parcial ou ausente, nos corpos de
inclusdo expde regides hidrofébicas e permite interagbes intermoleculares entre as
moleculares do proprio toxdide e entre outras proteinas bacterianas (Villaverde e Carrio,
2003). Assim, mesmo utilizando substancias desnaturantes, a superficie de contato
disponivel para a interacdo entre as moléculas contidas nos corpos de inclusdo e os
anticorpos € menor €, ainda, existe uma maior dificuldade de sensibilizar as microplacas
com essas estruturas. Para confirmar essa hipotese, foi realizado ELISA em que o soro
contendo os anticorpos anti-beta recombinante soluvel foi utilizado para reagir contra a
fracao insoluvel da toxina (figura 16, em A) e o soro anti-beta recombinante insoltvel contra
a fragdo soluvel da toxina (figura 16, em B). Nos dois casos, a reagao contra a fragéo

insoluvel foi significante menor, o que corrobora com as hipéteses formuladas.
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Reatividade nativa X recombinante
A diluicdo 1:100 soro recombinante soluvel

2.0+

1.5+

Abs (492 nm)

1.0+

0.5+

recombinante solavel recombinante insollvel

Reatividade nativa X recombinante
B diluicao 1:100 soro recombinante insolavel

2.5+

2.0+

1.5+

1.0+

Abs (492 nm)

0.5+

nativa recombinante soluvel recombinante insoluvel

Figura 16 — Analise da reatividade dos anticorpos anti-beta recombinante frente a
toxina beta nativa. Os graficos mostram as absorbancias obtidas no ELISA com leitura a
492 nm. Os soros imunes analisados foram obtidos a partir da imunizagao de coelhos com a
toxina beta recombinante: em A, estdo os resultados da fracdo soluvel e em B, da fragao
insoluvel. Os soros foram utilizados na diluicao 1:100. Os valores de reagodes inespecificas
foram deduzidos dos valores absolutos de absorbancia obtidos com o soro pré-imune. As
placas foram sensibilizadas com 0,5 ug por pogo de trés diferentes tipos de antigeno para
comparacgao: toxina nativa, ou toxina recombinante fracdo sollvel, ou toxina recombinante

fragcao insoluvel (corpos de inclusao). A barra acima das colunas € o desvio padrao.
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Devido aos melhores resultados obtidos com a toxina recombinante na sua forma
insoluvel, foi realizada a titulagao do soro anti-beta insoluvel. Os anticorpos obtidos através
das sangrias realizadas apoés o 2°, 3° e 4° reforgos (3°, 4° e 5° doses) da imunizagdo com o
toxoide insoluvel foram submetidos ao ELISA deduzindo-se os valores das reagdes
inespecificas através da reatividade obtida com o soro pré-imune. A titulagdo dos anticorpos
anti-beta insoluvel estd demonstrado na figura 17. Foi realizada a titulagdo com a toxina
nativa e a recombinante insoluvel para comparagao.

Os resultados mostram que a toxina beta recombinante foi eficiente em produzir uma
boa resposta imunolégica em coelhos. Na literatura, ndo existem muitos trabalhos sobre a
imunizacado de animais com toxina beta recombinante de C.perfringens. Brane Krt e Ebert e
colaboradores publicaram em 1999, separadamente, a padronizacdo de ensaios de
imunodeteccao de anticorpos anti-beta de Clostridium perfringens para avaliagdo de
vacinas. Os titulos dos anticorpos obtidos no presente trabalho e comparados com esses
ensaios sinalizam bons resultados para o teste de soroneutralizagdo em camundongos que
serdo imunizados com o toxdide beta recombinante. Bai e colaboradores em 2006
publicaram a clonagem e expressao da fusdo dos genes das toxinas alfa e beta de
Clostridium perfringens. As proteinas fusionadas, quando submetidas ao ELISA, foram
reconhecidas pelos anticorpos anti-beta e anti-alfa. O reconhecimento observado no ELISA
foi menor do que o apresentado nesse trabalho e os camundongos imunizados

apresentaram sobrevivéncia apds o desafio com até duas doses letais de toxina beta nativa.
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Figura 17 — Titulagdo dos soros dos animais imunizados com a toxina beta
recombinante fragao insoluvel (corpos de inclusao). Em A, a microplaca foi sensibilizada
com 0,5 pyg por pogo da toxina recombinante fragao insoluvel na forma de corpos de
inclusdo. Em B, a microplaca foi sensibilizada com 0,5 ug por po¢o da toxina nativa. Os
valores de reacbes inespecificas foram deduzidos dos valores absolutos de absorbancia

obtidos com o soro pré-imune coletado antes da imunizagdo dos animais.
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V.8. Consideracgodes finais

A toxina recombinante produzida no presente trabalho apresentou-se como uma forte
candidata para a produgédo de uma vacina recombinante contra enterotoxemia causada pela
toxina beta de C. perfringens tipo B e C. A metodologia empregada permite trabalhar em
condigdes aerdbicas e com a utilizagao direta da fragao insollvel da toxina recombinante, o
que significa a diminuigdo dos custos de produgéo, devido a simplificagdo dos processos de
purificacdo e concentragdo da proteina, além de serem desnecessarias as etapas de
inativacado da toxina, que é produzida na célula bacteriana na forma de toxdide. Esse toxdide
mostrou-se eficiente na estimulagao de bons niveis sorolégicos de antitoxina que apresenta
reatividade contra a toxina nativa. A determinacédo da estrutura tridimensional da proteina
recombinante obtida neste trabalho seria fundamental para entender melhor esta
capacidade de gerar anticorpos contra a toxina nativa.

Muitos trabalhos vém demonstrando que a obtencdo de proteinas na forma de
corpos de inclusao permite a obtencdo de grande imunogenicidade. O primeiro trabalho
realizado pelo nosso grupo de pesquisa com a proposta de confecgdo de uma nova vacina
contra enterotoxemias utilizando, para isso, toxinas recombinantes demonstrou que a toxina
épsilon recombinante na forma de corpos de inclusdo apresentou grande produgao de
anticorpos que permitiram grande protegcdo contra a toxina nativa. O presente trabalho
também demonstrou o sucesso da producdo de anticorpos contra a toxina beta
recombinante a partir de corpos de inclusdo. Diferentemente do trabalho realizado com a
toxina épsilon, conseguiu-se obter uma boa quantidade de toxina beta recombinante na
forma soluvel. Dessa maneira, foi possivel observar que ha uma maior producdo de
anticorpos a partir da fragcdo com estruturas insollveis através da comparacdo com a
imunogenicidade da forma soluvel. Possivelmente, as proteinas contidas nessa estrutura
podem ser liberadas de forma gradual aumentando a potencialidade da resposta imune.

Essa hipotese sera testada através de experimentos adicionais.
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VI.1. Conclusoes

Os resultados apresentados no presente trabalho permitem chegar as seguintes
conclusoées:

- A estratégia utilizada para a clonagem e expressdo da ORF do gene cpb que
codifica a toxina beta de Clostridium perfringens tipo B mostrou-se bastante eficiente.

- A utilizagdo do sistema de expresséao vetor pET 11a em E. coli BL21 DE3 permitiu a
producao da toxina beta recombinante em grande quantidade.

- A toxina foi obtida na forma soluvel e insolivel com alto grau de purificagdo e
concentracéo.

- A toxina recombinante ndo apresentou letalidade, sendo expressa na forma de
toxodide, dispensando etapas adicionais de inativacdo da toxina.

- O toxdide beta apresentou similaridade antigénica com a toxina nativa.

- O toxdide beta na sua forma soluvel e insoluvel apresentou-se imunogénico,
induzindo a producédo de altos niveis de anticorpos em animais imunizados. Assim, foi
possivel uma boa producao de anticorpos a partir de corpos de incluséo.

- Os anticorpos anti-beta recombinante apresentaram boa reatividade contra a toxina
nativa, sendo que a reatividade foi maior utilizando os anticorpos anti-beta insoltvel.

- Os bons titulos de anticorpos anti-beta recombinante insolivel obtidos no poresente
trabalho sinalizam que o toxoide beta produzido com a técnica descrita apresenta-se como
um forte candidato para a construgcdo de uma vacina recombinante polivalente contra
enterotoxemias causadas por Clostridium perfringens, com custos de producdo mais baixos
e com amostras apresentando resultados mais precisos, puros e homogéneos do que as

tecnologias utilizadas tradicionalmente.

VI1.2. Perspectivas

Diante dos resultados obtidos no presente trabalho, as seguintes perspectivas
podem ser inferidas:

- Ensaio de soroneutralizagdo cruzada em camundongos para verificar se os
anticorpos anti-beta recombinante neutralizam efetivamente a toxina nativa.

- Avaliagdo da resposta imunolégica do toxdide beta nas principais espécies-alvo:
caprinos, ovinos e bovinos.

- Otimizagao do processo de producdo da toxina beta recombinante em escala

industrial.
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- Produgéo de outras toxinas recombinantes de Clostridium perfringens, como as
toxinas alfa e iota, com o objetivo de preparar vacinas recombinantes de toxodides
polivalentes contra enterotoxemias produzidas por essa bactéria. E importante ressaltar que
o presente trabalho faz parte de um projeto muito maior desenvolvido pelo nosso grupo de
pesquisa, em que ja se conseguiu a obtenc&o da toxina épsilon recombinante com sucesso.

- Construgdo de uma vacina de toxoides recombinante polivalente contra
enterotoxemias causadas por Clostridium perfringens.
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