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1. INTRODUGAO

O género Clostridium corresponde a um vasto grupo de bacilos anaerobios,
Gram-positivos, formadores de endodsporos que estdo distribuidos de forma
ubiqua por diferentes ambientes como solo, agua e no trato gastrointestinal de
animais e seres humanos. Essas bactérias produzem potentes exotoxinas que
sdo responsaveis por infecgdes de rapida evolugao e alta letalidade, conhecidas
como clostridioses (HATHEWAY, 1990).

Dentre as espécies patogénicas do género, Clostridium tetani € o agente
responsavel pela doenca do tétano que acomete os animais domésticos,
principalmente bovinos, equinos e ovinos, causando prejuizos econdmicos
consideraveis para agropecuaria mundial (UZAL et al., 2016; LOBATO et al.,
2013). A infeccao acontece por meio da contaminagéo de feridas abertas pelo C.
tetani, que sob as condi¢des ideais, sintetiza a neurotoxina tetanica (TeNT), que
esta diretamente envolvida na patogenia da doenga. Os sinais clinicos incluem
rigidez generalizada, espasticidade, hipertonia dos musculos que resulta em
membros hiperestendidos e insuficiéncia cardiorespiratoria (POPOFF, 2020;
HATHEWAY, 1990).

Estruturalmente, a TeNT possui duas cadeias: uma cadeia leve (LC, 50
kDa) e uma cadeia pesada (HC, 100 kDa). A LC possui um dominio catalitico
N-terminal, ja a HC é dividida em dois fragmentos: um dominio de translocagao
interno e um dominio C-terminal de reconhecimento de gangliosideos nos
neurénios motores (GHOTLOO, 2021).

O rapido curso da doenga associado as caracteristicas do patdégeno
dificulta o tratamento dos animais acometidos, tornando a vacinagao a principal
estratégia de controle e profilaxia. Atualmente, no contexto de imunizagdo contra
o tétano, sao utilizados toxdides comerciais produzidos a partir da inativagéo da
toxina tetanica com formaldeido. Entretanto, a producdo dessa vacina apresenta
algumas desvantagens por ser um processo laborioso, que exige rigorosas
normas de biosseguranca, além da possibilidade de inativagdo incompleta das
toxinas (ZARAGOZA et al., 2019), oferecendo riscos de toxicidade residual para
0s animais.

Com o intuito de otimizar esses processos e reduzir os riscos, as vacinas
recombinantes expressas em Escherichia coli emergem como uma alternativa
viavel e de baixo custo para obtengdo de antigenos vacinais. Sabe-se que o
dominio C-terminal da HC possui epitopos responsaveis por induzir uma resposta
imune (YU et al., 2018; YU et al., 2011). Partindo desse principio, o objetivo do
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estudo foi expressar em E. coli e caracterizar os antigenos tetanicos (TeNT1 e
TeNT2) com potencial imunogénico para producgao de vacinas.

2. METODOLOGIA

Transformacgao e expressao das proteinas recombinantes

Escherichia coli BL21 (DE3) Star foi transformada mediante choque térmico
para inser¢gdao do vetor plasmidial contendo o gene de interesse, conforme
descrito por Green and Sambrook (2012). Brevemente, as células transformadas
de E. coli foram cultivadas em 10 mL de meio Luria-Bertani (LB) suplementado
com 100mM canamicina e incubadas em agitador orbital (16h, 37 °C,180 RPM)

Apos, 5 mL do cultivo foi transferido para 50 mL de LB com 100mM
canamicina e incubado nas mesmas condigbes até atingir a densidade éptica
(DOggonm) de 0,8 — 1,0 para indugao da expressao da proteina recombinante pela
adicao de 0,5 mM isopropil-B-D-1-tiogalactopiranosideo (IPTG) por 3 h (37 °C, 180
RPM).

Processamento dos cultivos e avaliagao da solubilidade

Apds a expressdo da proteina recombinante, o cultivo foi centrifugado
(7.000 RPM, 5 min) e o pellet suspenso em 10 mL de tampao de lavagem
contendo 100mM lisozima e incubado por 1h a 37°C. Apds essa etapa lise
enzimatica, os cultivos foram submetidos ao processo de sonicagao em banho de
gelo (60 KHz, 6 ciclos de 15 segundos) e centrifugadas (10.000 RPM, 10 min, 4
°C) para separagao das fragdes celulares soluveis (sobrenadante do lisado
celular) e insoluvel (pellet).

O pellet celular, contendo os corpos de inclusao, foi suspenso em 10 mL de
tampdo de lavagem contendo 8M Uréia para desnaturagdo e solubilizagdo da
proteina e incubado sob agitacao (16h, 4 °C). Ao final dessa etapa, a amostra foi
centrifugada (10.000 RPM, 20 min, 4 °C) e o sobrenadante coletado para
avaliacao por SDS-PAGE e Western blot.

Amostras de cultivo ndo induzido e induzido 3 h com IPTG, bem como do
sobrenadante do lisado celular (soluvel) e dos corpos de inclusdao (insoluvel)
foram avaliadas por eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) 12%,
conforme observado na Figura 1.

Para avaliacdo por western blot, foram aplicadas as mesmas amostras
avaliadas por SDS-PAGE em outro gel e transferidas para uma membrana de
nitrocelulose utilizando o TransBlot Turbo Transfer System (Bio-Rad, EUA) a 25 V
por 20 minutos. A membrana contendo as proteinas foi incubada em tampao de
bloqueio (PBS-T + 5% de leite em p6 desnatado) durante 1 h. Apds a etapa de
bloqueio, a membrana foi lavada com PBS-T e incubada com anticorpo anti-6xhis
conjugado a HRP (ThermoFisher, EUA) diluido 1:10.000 em PBS-T e mantido sob
agitacado por 1 h, seguido de uma etapa de lavagem com PBS-T e revelagao da
reagcao por DAB (Tris HCI 50 mM pH 7,6; solugdo de niquel 0,03%; H,O, e
3,3’-diaminobenzidine).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Expressao e caracterizagao das proteinas recombinantes

No gel de SDS-PAGE 12% corado com comassie blue foi possivel
visualizar a expressdo dos antigenos TeNT1 e TeNT2 que apresentaram uma
banda com massa molecular esperada de 25 kDa e 50 kDa, respectivamente,
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quando comparadas ao marcador de massa molecular (Figura 1). A expressao
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das proteinas foi confirmada por Western Blot mediante a visualizagdo de uma
banda imunorreativa com anticorpo anti-6xhis, uma vez que o0s antigenos
apresentam uma Tag de 6 histidinas para facilitar a caracterizagéo e purificagéo
da proteina recombinante (Figura 2).

Figura 1: SDS-PAGE da expressao dos antigenos recombinantes TeNT1 (T1)
e TeNT2 (T2) em gel SDS-poliacrilamida 12% 1: Marcador massa molecular; 2:
Extrato de E. coli; 3: Extrato E. coli ndo induzido T1; 4: Extrato E. coli T1 induzido
3h; 5: Sobrenadante do lisado celular T1; 6: Sobrenadante do lisado 8M Uréia T1;
7. Extrato E. coli ndo induzido T2; 8: Extrato E. coli T2 induzido 3h; 9:
Sobrenadante do lisado celular T2; 10: Sobrenadante do lisado 8M Uréia T2.
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Figura 2: Western blot da expressao dos antigenos recombinantes TeNT1
(T1) e TeNT2 (T2) em gel SDS-poliacrilamida 12% 1: Marcador massa
molecular; 2: Extrato de E. coli; 3: Extrato E. coli ndo induzido T1; 4: Extrato E.
coli T1 induzido 3h; 5: Sobrenadante do lisado celular T1; 6: Sobrenadante do
lisado 8M Uréia T1; 7: Extrato E. coli ndo induzido T2; 8: Extrato E. coli T2
induzido 3h; 9: Sobrenadante do lisado celular T2; 10: Sobrenadante do lisado 8M
Uréia T2.

No presente estudo, foi possivel expressar as proteinas recombinantes
rfeNT1 e rTeNT2 eficientemente. Ambas proteinas foram expressas de forma
parcialmente soluvel, sendo que a proteina rTeNT2 apresentou um nivel de
expressao superior quando comparado a rTeNT1 em E. coli Star. A otimizagéo
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dos parametros de expressao das proteinas rTeNT1 e rTeNT2 em E. coli sera
realizada visando melhorar a solubilidade e rendimento da expressdao das
proteinas. Estudos adicionais serdo delineados para analise da imunogenicidade
e nivel de protecdo induzido pelos antigenos recombinantes, conforme
preconizado pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA).

4. CONCLUSOES

O desenvolvimento de proteinas recombinantes visando a producao de
antigenos eficientes, inovadores e seguros para prevengéo e controle do tétano
sao de suma importancia para a industria veterinaria e para minimizar as perdas
de animais acometidos pela doenca que afeta a pecuaria mundial. No entanto,
embora os antigenos tetanicos recombinantes expressos em E. coli sejam
eficientemente produzidos e caracterizaveis, ainda se faz necessario a avaliagéo
da imunogenicidade destas moléculas em experimentos com modelos animais.
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