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1. INTRODUCAO

Clostridium perfringens é uma bactéria comum no ambiente e no trato
gastrointestinal de humanos, animais domésticos e selvagens (SONGER, 1996).
Sao micro-organismos anaerébios, porém conseguem sobreviver em locais com
baixos niveis de oxigénio (McCLANE, 2006). Sob condicbes desfavoraveis esses
micro-organismos produzem esporos que lhes garantem a sobrevivéncia por longos
periodos (SONGER, 1996).

Séo classificados em cinco tipos (A, B, C, D e E), conforme a producgéo
das quatro toxinas principais (alfa, beta, épsilon e iota) (NILLO et al., 1980). C.
perfringens Tipo A produz toxina Alfa (Cpa), sua atividade caracteriza-se por
hemolise intravascular, agregacdo plaquetaria, danos capilares e processos
inflamatorios. Dentre as doencas de importancia veterinaria destacam-se a gangrena
gasosa e a enterotoxemia hemorragica em ovinos, bovinos, caprinos, equinos, caes,
etc. (LI et al., 2013). Atualmente um interessante campo de pesquisa nessa tematica
€ o desenvolvimento de vacinas recombinantes para aplicacdo em medicina
veterindria, visando substituir as vacinas toxoéides, que apresentam alguns entraves
na producdo como risco toxicolégico e baixo rendimento, além do fato dessas
vacinas muitas vezes falharem na inducdo da imunidade, entre outros (LOBATO et
al., 2004).

A proibicdo do uso indiscriminado de antibidticos na terapéutica de
enfermidades bacterinas e aditivos alimentares para animais visam diminuir a
emergéncia de micro-organismos multirresistentes. A utilizacdo de antibiéticos na
industria de vacinas recombinantes requer custo adicional tanto do antibiético como
do tratamento do efluente antes do descarte. O Isopropil-B-D-1-
thiogalactopiranosideo (IPTG) é um analogo sintético da lactose utilizado na inducgéo
da expressdo de proteinas recombinantes. Além do alto custo, ndo ha estudos a
longo prazo dos riscos da utilizacdo desse composto tanto para administracdo em
animais como para 0 meio ambiente. Diante do exposto, 0 objetivo do presente
estudo foi avaliar a substituicdo do IPTG por lactose comercial e a retirada total do
antibidtico na expresséao de Cpa recombinante (rCpa).
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2. METODOLOGIA

Pré-inéculo e Expresséao de rCpa

Para a padronizacdo do pré-inoculo, a cepa recombinante E. coli BL21
(DE3) Star™/pET28a/Cpa foi cultivada a 37 °C em meio Terrific Broth (TB) (23,6 g/L
Extrato de levedura; 11,8 g/L Triptona; 9,4 g/L fosfato de potassio ; 2,2 g/L fosfato
monopotassio ; 0,4 % de glicerol; 0,5 % glicose e pH 7,2) com 50 pg/ml de
Kanamicina até o terco final da fase log de crescimento (Absorbancia 600 nm [Asoo]
0,8). O volume de pré-inoculo foi calculado considerando Abs 0,1 em volume de 100
ml (Volume de pré-inoculo X Agopo pré-indculo = Volume final x Aggp inoculo). O
volume determinado foi centrifugado e o pellet celular ressuspendido em 5 ml de
meio TB com 25 % de glicerol e estocado a -70 °C até o momento do uso.

A expressdo de Cpa foi realizada através da adicdo de 5 ml de preé-
indculo (estoque) em 95 ml de meio TB e posteriormente cultivadas & 37 °C. Os
frascos foram nomeados conforme a variavel analisada: IPTG — 50 pg/ml de
Kanamicina + 50 mM IPTG; LAC C/A — 50 ug/ml de Kanamicina + 2 g/L D-lactose e
LAC S/A — sem antibiético + 2 g/L D-lactose. Nos frascos 2 e 3 a D-Lactose foi
adicionada no momento do preparo do meio TB, pois a lactose s induz expressao
apos o consumo total da glicose e o0 IPTG induz a expressdo mesmo na presenca de
glicose, por isso, no frasco 01 o IPTG foi adicionado ap6s o consumo da glicose,
com concentracao final de 0,5 mM.

Viabilidade celular, estabilidade dos vetores recombinantes e curva de
crescimento

Apoés a adicao do pré-inéculo (Tempo 1), imediatamente antes da inducao
(Tempo 2) e apés trés horas de inducao (Tempo 3) foram coletados 1 ml do indculo
para determinacdo das Unidades Formadoras de Colénia (UFC) através de diluicdes
seriadas plagueadas em duplicatas, sendo duas placas com LB + 50 ug/ml de
Kanamicina (C/A) e duas com LB sem antibiético (S/A), objetivando determinar a
estabilidade do plasmideo nas diferentes variaveis (S/IA — C/A = células sem
plasmideo). Para determinacdo da curva de crescimento da cepa E. coli BL21 (DE3)
Star®/pET28a/Cpa, a Asoo foi aferida a cada hora durante 9 h.

Consumo de D-Glicose

A curva do consumo de glicose foi determinada utilizando 10 uL de meio
a cada hora de cultivo. Para isso, 1 mL do inéculo foi centrifugado a 12.000 xg por 2
min e o sobrenadante analisado imediatamente ap0s a coleta, utilizando-se o Kit
Glicose liquiform© (Labtest).

Quantificacéo de rCpa

O pellet de 1 mL do cultivo antes e ap0s a inducao, foi ressupendido em
80 uL de PBS + 20 uL de tampao de amostra 5X e fervido a 100 °C por 10 min para
eletroforese em SDS-(PAGE) 12%. Uma curva de diferentes concentracdoes de
Albumina Sérica Bovina (BSA) foi utilizada para determinacdo da concentracéo rCpa
através do software TotalLab Quant®.
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3. RESULTADOS E DISCUSSOES

Na producdo de proteinas recombinantes, E. coli tem sido o micro-
organismo mais utilizado e a indugéo da expresséo é realizada através do controle
do operon lac, que naturalmente € ativado na presenca de lactose (JACOB &
MANOD, 1961).0 IPTG é utilizado com a finalidade de substituir a lactose, no
entanto apresenta inUmeras desvantagens como toxicidade, inducdo de maior
concentragdo de proteinas insoluveis, necessidade de monitoramento da
absorbéancia para inducdo e permanéncia desse composto no efluente da industria
ou de forma residual nas vacinas (GUTHERTZ et al., 2015). Desta forma, o presente
estudo utilizou o meio de cultivo denominado de “autoindu¢do” em que a lactose é
utilizada como indutor. As vantagens sao que a inducao ocorre de forma espontanea
apos o consumo da glicose, a lactose é totalmente degradada e favorece a
expressao de proteinas solluveis (GUTHERTZ et al., 2015).

Outros compostos largamente utilizados nessa tecnologia sdo o0s
antibiéticos que selecionam apenas 0s micro-organismos recombinantes no cultivo.
A descontaminacdo dos residuos industriais antes de serem desprezados é
obrigatoria para que ndo haja selecdo de micro-organismos resistentes no meio-
ambiente, e com isso, risco a saude publica.

E. coli BL21(DE3)Star/pET28a/Cpa
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Figura 1. Curva de crescimento de E. coli BL21(DE3) Star'“/pET28a/Cpa
mensurada a 600 nm a cada hora (Absggo) por nove horas .

A curva de crescimento constituiu-se de uma hora de adaptacao (fase
lag), trés horas de crescimento exponencial (fase log) e quatro horas de fase
estacionaria, ndo havendo diferenca visual entre as variaveis (Figura 01). A curva do
consumo de glicose pelos micro-organismos decresceu como esperado, chegando
ao nivel zero as cinco horas de cultivo.

A estabilidade do plasmideo no T1, T2 e T3 n&o variou entre. No entanto,
o cultivo LAC S/A mostrou maior numero de células sem plasmideo em todas as
contagens. A presenca de alto numero de células sem plasmideo no T1 indica que
estavam presentes no pré-indculo e por ndo haver acdo do antibiético, mantiveram-
se no cultivo (Tabela 1).
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Tabela 1. Contagem das unidades formadoras de coldnia nas diferentes variaveis.

Tempo IPTG (x10") LAC C/A(x10") LAC S/A(x10")
SIA  CIA SIA CIA  SIA CIA
T1 3 0,9 2,5 1,5 7,5 0,9
T2 1,7 1,4 1,2 1,1 6 1
T3 30 10 30 20 60 20

Quanto a quantificacdo da expressao de rCpa, os cultivos IPTG, LAC C/A e
LAC S/A apresentaram 144,6 ug/ml, 137,8 pg/ml e 136,6 pg/ml, respectivamente. LI
et al. (2011), assim como no presente estudo, demonstrou que a utilizacdo do meio
de autoinducéo permite a obtencao de alta expressao de proteinas.

4. CONCLUSOES

Esses resultados demonstram o potencial de aplicacdo do meio de cultivo sem
antibiético e a lactose como indutor na expressdo de rCPA, simplificando o
tratamento do efluente gerado na produgédo de vacina contra C. perfringens tipo A.
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