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1. INTRODUCAO

O Paeniclostridium sordellii, bacilo gram-positivo anaerdbico formador de
esporos (SASI JYOTHSA et al., 2016), é notdrio por causar infeccBes graves e letais
em animais (POPOFF, M. R. et al., 2018). Este patdgeno € frequentemente associado
a producao de duas exotoxinas, a toxina letal (TcsL) e a toxina hemorragica (TcsH),
membros da familia das grandes citotoxinas clostridiais glicosilantes (LCGT, do inglés
large clostridial glucosylating toxin) (VIDOR et al., 2015). Essas toxinas apresentam
pelo menos quatro dominios funcionais para o desencadeamento de infec¢des (GTD
- dominio glicosiltransferase; CPD - dominio autoprotease; DTL - dominio de
translocacdo; CTD - dominio de ligacdo ao receptor) (JUST et al., 2000; JANK E
AKTORIES, 2008). O CTD é composto por uma regido de ligacéo ao receptor (B2) e
pelos oligopeptideos repetitivos combinados, conhecidos como CROPS (B1) (GENTH
E JUST, 2015).

Para P. sordellii, a vacinagcdo baseada na coadministracdo de TcsH e TcsL
apresenta-se como a medida mais eficaz para prevenir infeccbes de cepas TcsH+
/TcsL+ (AMIMOTO et al., 2001). No entanto, as vacinas atualmente produzidas
enfrentam desafios, incluindo a sua baixa capacidade de estimular uma resposta
imunoldgica robusta, os custos elevados associados a sua producédo e as laboriosas
etapas envolvidas no cultivo do patdgeno e no processo de inativacdo (LOBATO et
al., 2004, RILEY TV et al. 2019). Atualmente, vacinas recombinantes baseadas na
expressdo em Escherichia coli garantem producdo segura de proteinas atoxicas
recombinantes e com altos niveis de expressdo (RODRIGUES et al.,, 2021). Ao
considerar essa metodologia, o dominio CROPS e/ou fragmentos dessa regido
passaram a ser alvos de investigacdo entre as LCGTs devido a sua notavel expressao
em E. coli e ao potencial para a producao de imunizantes promissores (ARTIUSHIN, S.
et al. 2013). No entanto, € importante destacar que esses componentes ainda nao
foram avaliados quanto a sua eficacia contra as toxinas de P. sordellii.

Neste contexto, o objetivo deste estudo se concentra na avaliagdo da expressao
de protétipos de antigenos recombinantes oriundos das por¢des CROPS das toxinas
letal e hemorragica de Paeniclostridium sordellii em Escherichia coli. Essas proteinas
recombinantes tém potencial aplicacdo biotecnolégica como antigenos para futuras
aplicacoes profilaticas.
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2. METODOLOGIA
2.1 Clonagem e avaliagcéo da expressao

Primeiramente, identificamos fragmentos do dominio CROPS de TcsH e TcsL
com potencial para fins vacinais por meio de ferramentas de imunoinformatica. A
construcdo das moléculas recombinantes foi realizada utilizando o software Vector
NTI 11 (Invitrogen), com a adicdo de enzimas de restricdo flanqueando os genes de
interesse para liberacéo e ligagdo no vetor pET28a.

As sequéncias de DNA codificantes (CDS) foram sintetizadas (Epoch, Life
Science), clonadas e expressas conforme descrito por Rodrigues et al., (2021).
Brevemente, para a obtencao dos genes codificantes de rTcsL, rTcsH e rQTcsHL, os
clones alvos foram transformados por eletroporacdo em E. coli DH5a e 100 pl das
células transformadas foram semeadas em meio Luria bertani (LB) agar acrescido de
100 pg/mL de canamicina (16 h, 37 °C).

A transformacéo por eletroporacao foi realizada com 1 pl (20-30 ng) de cada
vetor recombinante. Uma Unica colbnia foi inoculada em 10 mL de meio LB com
canamicina e incubada sob agitacdo orbital (16 h, 150 RPM, 37 °C) até atingir a
densidade celular DOesoo nm = 2,0 para extracdo dos vetores transformados. O
plasmideo clonado foi extraido usando o kit lllustraplasmidPrep Mini Spin® da GE
Healthcare e armazenado a -20 °C.

Para avaliacdo da expressao, os plasmideos extraidos foram transformados em
cepas de E. coli BL21 (DE3) por choque térmico. As culturas foram cultivadas por 1 h
(37 °C, 150 rpm) em meio LB, seguido por transferéncia para 10 mL de LB
suplementado com canamicina e cultivo overnight. No dia seguinte, 1 ml do volume
foi novamente transferido para 10 mL de LB com antibidtico, cultivado (37 °C, 150
rpm) até atingir DOsoo nm = 0,6 a 0,8 e a expressédo das proteinas foi induzida com 0,5
mM de IPTG. Apos 3 h de inducéo, a DO foi ajustada para 1. Uma aliquota do cultivo
foi coletada, centrifugada e as amostras foram armazenadas sob refrigeragéo. O pellet
foi suspenso em tampdo de amostra 5x e submetido a fervura para analise de
expressao por eletroforese em gel de poliacrilamida com SDS-PAGE e Western blot
utilizando anticorpo monoclonal anti-His6x (Sigma, USA).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Ao considerar a expressao de antigenos para vacinacao, os genes de LCGTs
podem ultrapassar mais de 9 quilobases e codificar produtos proteicos com mais de
300 kDa, como o caso de TcsH e a toxina A de Clostridioides difficile (TcdA)
(ARTIUSHIN, S. et al. 2013). A construcéo de genes que codificam produtos proteicos
desse tamanho pode ser desafiadora, resultando frequentemente em baixa expressao
e fraca imunogenicidade quando usados em vacinas (GARDINER et al., 2009).
Felizmente, os anticorpos neutralizantes estdo mapeados para o dominio CROPS
(ARTIUSHIN, S. et al. 2013), permitindo uma redugé&o significativa no tamanho. No
entanto, até o momento, essa abordagem ainda néo tinha sido aplicada a avaliagéo e
a construcdo de antigenos recombinantes de P. sordelli com o propésito de
imunizacdo. Neste estudo, os resultados obtidos culminaram na expressao de trés
construgdes com relevancia imunologica.

As construcdes resultantes da expressao em E. coli sdo ilustradas nas Figuras
1-3. E notavel que os niveis de expresséo de proteina total foram detectaveis por SDS-
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PAGE e Western blot para todas as construces avaliadas. Os niveis de proteina
presentes apos inducédo com IPTG foram elevados nas amostras de rTcsL (~ 26 kDa),
rTcsH (~ 36 kDa) e rQTcsHL (~ 60 kDa) em comparagdo com o controle de E. coli
BL21 (DE3) n&o transformada.

Em patrticular, o antigeno rQTcsHL, com sua alta expresséo, destaca-se como
uma abordagem pratica e econdmica para a formulacdo de vacinas. A fusédo de
antigenos pode resultar na geracao de imunoprotecao bivalente, reduzindo assim os
custos e os processos demorados associados a producdo de antigenos individuais
(FERREIRA et al., 2016). Essa metodologia tem sido empregada na formulacéo de
vacinas recombinantes contra toxinas de C. difficile (OLIVEIRA JUNIOR. 2015),
fornecendo uma base soélida para futuras investigacdes voltadas para outros
patébgenos do mesmo género.
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Figura 1: SDS-PAGE e Western blot da expresséo de rTcsH. (A) SDS-PAGE e (B) Western blot do extrato total
de células apés expressao em E. coli. M - Marcador; 1 — E. coli BL21 (DE3) nédo transformada apds indugéo com
IPTG; 2 - E. coli BL21 (DE3) transformada apds inducdo com IPTG. As bandas de aproximadamente 36 kDa
correspondem ao antigeno rTcsH.
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Figura 2: SDS-PAGE e Western blot da expressao de rTcsL. (A) SDS-PAGE e (B) Western blot do extrato total de
células apos expressdo em E. coli. M - Marcador; 1 — E. coli BL21 (DE3) nédo transformada ap6s indugdo com
IPTG; 2 - E. coli BL21 (DE3) transformada ap6s indu¢do com IPTG. As bandas de aproximadamente 25 kDa
correspondem ao antigeno rTcsL.
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Figura 3: SDS-PAGE e Western blot da expressao de rQTcsHL. (A) SDS-PAGE e (B) Western blot do extrato
total de células apds expresséo em E. coli. M - Marcador; 1 — E. coli BL21 (DE3) transformada ap6s indugdo com
IPTG; 2 - E. coli BL21 (DE3) néo transformada apés inducdo com IPTG. As bandas de aproximadamente 60 kDa
correspondem ao antigeno rQTcsHL.

4. CONCLUSOES

Em conclusdo, desenvolvemos protétipos de antigenos vacinais baseados no
CROPS de TcsH e TcsL. Estes apresentaram rendimento detectavel pelas técnicas
de caracterizacéo aplicadas, demonstrando a eficacia de expresséo em E. coli. Esses
resultados fornecem informacdes valiosas para o desenvolvimento de estratégias
futuras na producdo desses antigenos recombinantes como vacinas contra P.
sordellii, potencialmente contribuindo para avancos na area de profilaxia e
biotecnologia.
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