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1. INTRODUCAO

A infeccao pela bactéria Clostridium septicum pode causar gangrena gasosa
em animais. Essa doenca é de dificil tratamento e diagndstico, uma vez que a
maioria dos animais infectados € diagnosticada apdés a morte ou em estagio
terminal. Na saude humana, uma das alternativas para tratar pessoas infectadas
€ através da amputacdo de membros ou remocédo do local infectado (GNERLICH
et al.,, 2011). Além da cirurgia, também é feita a administracdo de antibiéticos e
sessdes de terapia com oxigénio hiperbéarico, porém com pouca efetividade. Em
animais, a infeccdo € decorrente da falta de higiene em feridas ou em praticas
que envolvam a manipulagdo do animal, como a castracdo, vacinacao
inadequada, parto, entre outras (MORRIS et al., 2002). Contudo, ndo é descrito
tratamento veterinario economicamente viavel, inviabilizando a remediacédo dos
animais.

A bactéria produz uma toxina hemolitica — toxina alpha (TACS) — capaz de
causar quadros que caracterizam a gangrena gasosa. Assim, considerando a falta
de tratamento efetivo, a melhor alternativa para o controle dessa doenca é através
da vacinacdo que induza a producdo de anticorpos neutralizantes contra TACS
(AMIMOTO et al., 2002). No Brasil, diversos surtos de gangrena gasosa causada
por C. septicum indicam falhas nas vacinas comerciais brasileiras (LIMA et al.,
2006). De fato, essas vacinas nao atingem os pré-requisitos determinados pelo
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) (LOBATO et al.,
2008). Ainda, o processo para a producédo de vacinas contra o género Clostridium
se mostra complicado, uma vez que as bactérias devem ser cultivadas em
condicdes anaerObias com diversos suplementos e resultam em baixo
rendimento. Outro fator negativo é que as bactérias e toxinas produzidas podem
causar doencas em humanos, representando grande risco para os operadores.

Levando em consideracdo o panorama descrito sobre vacinas contra C.
septicum no Brasil, o presente trabalho demonstra o desenvolvimento e teste de
uma vacina composta pela TACS recombinante (rTACS) produzida em
Escherichia coli, a qual foi submetida ao teste de qualidade exigido pelo MAPA
visando solucionar parte dos problemas de producédo e efetividade das vacinas
nacionais contra essa doencga.

2. METODOLOGIA

Clonagem, expresséao e caracterizacao de rTACS

Os procedimentos dessa etapa foram descritos detalhadamente por
MOREIRA (2013). Brevemente, o vetor de expressdo pAE-tacs foi utilizado para
transformar células de E. coli BL21 (DE3) cepa pLysS por choque-térmico. As
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células foram cultivadas em meio Luria-Bertani contendo cloranfenicol e
ampicilina, sendo a expressao induzida com isopropil B-D-tiogalactopiranosideo
(IPTG) para concentracdo final de 0,5 mM. As células ficaram por mais 4h em
agitador 150 rpm a 37 °C, foram coletadas por centrifugacédo, suspensas em
tampéo de lise (NaH2PO4 0,2 M; NaCl 0,5 M; Imidazole 10 mM) com 10 pg/mL de
lisozima por 2h a 4 °C e rompidas por sonicacdo. A proteina, em corpos de
incluséo, foi recuperada em tampao de lise contendo ureia 8 M, caracterizada por
SDS-PAGE e Western blot e purificada por cromatografia de afinidade com Ni*2,
As fracdes purificadas foram dialisadas em PBS e liofilizadas, permanecendo a 4
°C até o momento do uso.

Vacinacgao de coelhos e teste de soroneutralizagao

Coelhos Nova Zelandia de aproximadamente 1,5 Kg foram divididos em 3
grupos, cada um com 8 coelhos: o grupo 1 (G1, rTACS) foi inoculado com 200 ug
de rTACS com AI(OH)s como adjuvante; o grupo 2 (G2, vacina comercial) foi
inoculado com uma vacina comercial; e o grupo 3 (G3, controle negativo) foi
inoculado com solucao salina estéril. Os animais foram inoculados via subcutanea
nos dias zero e 21, tendo seu sangue total extraido no dia 35. O soro do sangue
de todos os animais foi obtido e um pool de soros foi feito para cada grupo.

O teste de soroneutralizacdo foi feito com o pool de soros dos coelhos de
acordo com a diretiva n°® 23 do MAPA, necessario para a comercializacdo de
vacinas para C. septicum no pais. Nesse procedimento, uma quantidade
conhecida da toxina nativa € separadamente incubada por 60 min a 37 °C com 1
mL de cada soro nas diluicdes 1:2 e 1:4. Em seguida, cada amostra é inoculada
em dois camundongos Swiss Webster de 18-22g, os quais foram observados para
morte por 72h. Os titulos das antitoxinas em unidades internacionais por mililitro
(Ul/mL) se referem a menor diluicdo na qual os 2 camundongos morrem.

Verificacdo de imunogenicidade e antigenicidade por Western blot e ELISA

Para o Western blot, aproximadamente 5 ug de rTACS foram transferidos
para uma membrana de PVDF (GE Healthcare). O pool dos grupos G1 e G2
foram utilizados como anticorpos primarios, sendo diluidos 1:500 em PBS-T.
Como controle positivo, utilizou-se anticorpo anti-His 1:5.000 (Sigma Aldrich). Os
anticorpos secundarios utilizados foram anti-coelho (1:4.000) e anti-camundongo
(1:4.000), ambos conjugados com peroxidase.

O ELISA foi feito em placas de 96 pocos de fundo chato (Nunc), as quais
foram sensibilizadas com 200 ng rTACS/poco com tampéao carbonato-bicarbonato
0,1 M (pH 9,7). DiluicBes seriadas de base 2 do pool dos grupos G1 e G2 foram
feitas em PBS-T a partir de 1:100 até 1:204.800. Os anticorpos secundarios foram
utilizados do mesmo modo como no Western blot. O controle negativo foi feito
utilizando PBS-T em vez dos soros. A revelacao foi feita com solu¢do contendo
H202 e o cromdgeno o-fenilenodiamina diidrocloreto (OPD), sendo a leitura feita
em espectrofotbmetro a 450 nm. Unidades de absorbancia pelo menos 3 vezes
maiores que o controle negativo foram consideradas positivas.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A formulacdo contendo 200 pg de rTACS purificada, misturada ao
adjuvante Al(OH)s — grupo G1, ndo gerou niveis detectaveis de anticorpos
neutralizantes contra a toxina nativa, assim como o controle negativo — G3
(Tabela 1). A vacina comercial, utilizada como controle do experimento (grupo



G2), foi capaz de induzir 2 Ul/mL de anticorpos neutralizantes. No entanto, esse
valor é um pouco abaixo do estipulado pelo MAPA, que € de 2,5 Ul/mL.

Tabela 1. Resultados da titulacdo do pool de soros dos coelhos inoculados.

Grupo Titulo (Ul/mL)
G1 (rTACS) ND
G2 (vacina comercial) 2
G3 (controle negativo) ND

ND, ndo detectavel.

A analise por Western blot permitiu confirmar que a proteina rTACS é
imunogénica, pois foi capaz de induzir a producdo de anticorpos e, portanto,
apresentou reacdo com o soro G1. Ainda, a reacdo desse soro se apresentou
maior que a do soro G2 (Figura 1A). Esses resultados sugeriram que,
possivelmente, os anticorpos gerados pela vacina comercial eram capazes de
reconhecer epitopos conformacionais de TACS nativa que ndo estavam contidos
em rTACS. Além disso, indicam que a vacina com rTACS foi capaz de induzir,
principalmente, a producdo de anticorpos contra epitopos lineares, sugerindo que
a proteina recombinante nao adotava dobramento semelhante a nativa.

Para avaliar essa possibilidade, um ELISA foi feito. De fato, rTACS era
imunogénica, mas ndo antigénica, uma vez que ndo foi reconhecida com
intensidade pelo soro G2. Sendo assim, o ELISA mostrou o mesmo padrdo do
Western blot, uma vez que o soro G1 apresentou titulo maior (1:3.200) em
comparacao ao de G2 (1:200) (Figura 1B). Tal resultado confirma que a proteina
rTACS produzida ndo possui 0s epitopos conformacionais necessarios para
induzir resposta neutralizante efetiva contra a TACS nativa. Assim, tal formulacéo
nao poderia ser utilizada na prevencdo de gangrena gasosa causada por C.
septicum.
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Figura 1. Avaliacdo de imunogenicidade e antigenicidade de rTACS por Western
blot e ELISA. (A) Western blot frente a rTACS (=42 kDa) utilizando anticorpo anti-
His (His) como controle positivo. M, marcador. G1, pool do grupo 1. G2, pool do
grupo 2. (B) Titulagcdo por ELISA do pool de soros G1 e G2. Utilizando o ponto de
corte do controle negativo (tracejado em vermelho), G1 apresentou titulagdo de
1:3.200, enquanto G2 de 1:200.

Na literatura, existem poucos relatos de utilizagcdo de TACS como antigeno
vacinal. Contudo, sabe-se que TACS nativa é capaz de gerar resposta imune de
modo a proteger cobaios frente a desafio com esporos de C. septicum (AMIMOTO



et al., 2002). Outro estudo demonstrou que rTACS € capaz de induzir protecao
contra o desafio com TACS nativa em camundongos (ZHANG et al., 2007). No
entanto, o presente trabalho n&o conseguiu reproduzir esses resultados em
coelhos. Provavelmente, a proteina recombinante gerada n&do possuia a
conformacao necessaria para induzir anticorpos neutralizantes, uma vez que se
apresentava em corpos de inclusdo sollveis apenas quando o agente
desnaturante ureia era utilizado.

4. CONCLUSOES

O desenvolvimento de vacinas efetivas contra a gangrena gasosa causada
por C. septicum € uma necessidade atual no Brasil, visto que muitas vacinas
comerciais ndo geram os niveis de anticorpos minimos exigidos pelo MAPA. No
entanto, a estratégia adotada nesse trabalho ndo demonstrou éxito quanto a
efetividade da vacina. Contudo, ainda € possivel tracar novas estratégias para
obter um antigeno rTACS de melhor qualidade, principalmente quanto ao
aumento de solubilidade para a formacdo de epitopos conformacionais. Desse
modo, a chance gerar anticorpos neutralizantes seria aumentada.
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