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1. INTRODUCAO

O género Clostridium compreende um grupo de micro-organismos
anaerobios, Gram-positivos, formadores de esporos e que estdo presentes no
solo e no trato digestivo dos animais e do homem (SONGER, 1996).
Clostridium perfringens € uma bactéria patogénica e € classificada em cinco
tipos toxigénicos (A-E) de acordo com as principais toxinas produzidas (alfa,
beta, épsilon e iota) (Niilo,1980). Dentre as principais toxinas, a toxina alfa
(CPA) é uma fosfolipase C responsavel pela hidrélise da fosfatidilcolina e, em
menor propor¢ao, da esfingomielina. Devido a sua origem cromossomal, esta
presente em todos os toxinotipos, sendo expressa em niveis mais elevados no
C. perfringens toxinotipo A. A CPA é constituida por um dominio N-terminal
(CPA-N) e outro C-terminal (CPA-C). O sitio catalitico da toxina esta localizado
no dominio CPA-N, sendo portanto, a por¢ao toxica. O dominio CPA-C, com
cerca de 120 aminoécidos, é a porcao atoxica que se liga a membrana da
célula hospedeira.

A acao de CPA caracteriza-se pela hidrélise de fosfolipidos da membrana
de eritrocitos, plaguetas, células endoteliais, musculares e enterdcitos, sendo
potencialmente letal.

Diante disso, se faz necessario medidas de profilaxia para o controle das
enfermidades causadas por C. perfringens toxinotipo A. A vacinacao ainda € a
principal forma de prevencdo, porém, as vacinas atualmente disponiveis séo,
na sua maioria, polivalentes e sua composi¢cao consiste de toxinas inativadas
com formaldeido (toxoides), o que torna sua producdo laboriosa e perigosa
para os manipuladores e 0os animais.

Além disso, o formaldeido pode reduzir a imunogenicidade dos
antigenos, assim como, os residuos podem afetar a seguranca das vacinas
(Byrne & Smith, 2000). Dessa forma, as vacinas recombinantes surgem como
uma nova geracao de vacinas que podem apresentar resultados superiores
aos processos empregados atualmente.

O dominio CPA-CI?#7370 desempenha um papel fundamental no
mecanismo de patogenicidade e é o dominio antigénico mais importante. Ja é
descrita na literatura sua eficiéncia, apresentando um potencial imunogénico,
visto que € capaz de produzir anticorpos neutralizantes, que impedem a
ligacdo da toxina aos receptores celulares (Jiang et al., 2015)

Diante disso, o objetivo desse estudo foi clonar e expressar a porgdo CPA-C[247-370]
em sistema de expressao heteroldga Escherichia coli, visando o desenvolvimento de uma
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vacina contendo apenas o fragmento potencialmente imunogénico e atéxico da toxina
CPA.
2. METODOLOGIA

Para a clonagem e expresséo da porcao C-terminal de CPA, foi realizada a
PCR utilizando os oligonucleotideos iniciadores: CPA-C forward (5'-
CTGGGATCCAATGATCCATCAGTT-3’) e reverse (5'-
CCCAAGCTTTTATTTTATATTATAAGTTGA-3’), que flanqueiam a sequéncia de
interesse e apresentam sitios de restricdo para enzimas de restri¢ao.

O vetor pUC19cpa/cpb/etx (EpochBiolabs — EUA) contendo as sequéncias
codificadoras para as trés proteinas, foi utilizado como DNA-molde. O fragmento
de DNA correspondente a CPA-C foi digerido com enzimas BamHI e Hindlll e
subclonado em vetor pET28a. Para a reacao de ligagao, foi utilizada a enzima T4
DNA ligase (Invitrogen™) e concentracdes equimolares de inserto e vetor. A
reacao de ligacao foi mantida a 22 °C por uma hora.

O produto da ligacao foi utilizado para transformar por eletroporacéo células
de E. coli DH5a. As células transformadas foram plagueadas em agar Luria-
Bertani (LB) (1% de triptona, 0,5% de extrato de levedura, 0,5% de NaCl)
acrescido de 100 pg.mL* de canamicina e incubadas a 37 °C, por 12 — 14 h. As
colénias que cresceram nas placas, oriundas do processo de transformacéo,
foram semeadas em tubos contendo 10 mL de LB liquido acrescido de
canamicina e incubadas a 37 °C por 18 h. Os possiveis clones recombinantes
foram caracterizados com as respectivas enzimas utilizadas na clonagem e
também por PCR, para avaliacdo da presenca do gene de interesse.

Apos a selecdo, um clone recombinante foi utilizado para transformar por
choque térmico cepas E. coli BL21 (DE3) Star™. Apds isso, foi realizado um pré-
inoculo em 50 ml de LB (37 °C, 18 h, 200 rpm). O pré-indculo foi utilizado para
inocular 500 ml de LB (37 "C, 200 rpm). A indugao com IPTG foi realizada apos
atingir a densidade 6tica a 600 nm (DOeoo) de 0,6-0,8. O cultivo foi centrifugado
(7000 rpm, 10 min, 4 °C), descartado o sobrenadante e o pellet suspenso em 50
mL de tampéao de lise.

Cada amostra foi incubada com lisozima a 37 °C por 1 h, sonicadas e
centrifugadas novamente. A avaliagéo da solubilidade de CPA-C foi realizada
através de SDS-PAGE do sobrenadante da lise e dos corpos de inclusdo. As
proteinas recombinantes foram purificada por cromatografia em coluna His-trap e
a antigenicidade foi avaliada através da técnica de Western Blot (WB).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A porcéo CPA-CI[?47-370] ¢ responsavel pelo reconhecimento e ligacéo a
membrana da célula hospedeira, permitindo que a porgdo N-terminal (CPA-NI*-
246]) exerca sua atividade toxica. (Flores-Diaz e Alape-Girén, 2003; Sakuraiet al.,
2004; Titball et al., 2006). Por isso, a utilizacdo da porgdo CPA-C[?47-370] como
antigeno vacinal, induz a geracdo de anticorpos neutralizantes que blogueiam a
ligacdo de CPA na célula, e consequentemente, impedem sua acao téxica.

O gene correspondente a CPA-C foi amplificado no tamanho esperado de 375 pb.

A subclonagem foi realizada no vetor pET28a e a caracterizacdo dos clones
foi feita por eletroforese em gel de agarose 0,8%, onde o tamanho dos clones
recombinantes foi comparado ao do vetor pET28a, todos na forma circular. Como
0 gene era pequeno, a diferenga de tamanho entre os clones suspeitos e o vetor
pET28a foi sutil (Fig. 1A).
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Figura 1 - A) 1- pET28a 2-5) clones suspeitos. B) M-
marcador molecular; 1- E. coliBL21 (DE3) Star/pET28acpa-c
nao induzido; 3- E. coliBL21 (DE3) Star/pET28acpa-c induzido;
4- Sobrenadante da lise; 4- Corpos de inclusao.

O produto da expressao foi analisado por SDS-PAGE onde apresentou
19 kDa, correspondente a CPA-C[?47-370] (Fig. 1B). Além do potencial imunogénico,
a producdo de CPA-CI?47-370] gpresenta vantagens em relacéo as vacinas
produzidas atualmente que requerem o cultivo do C. perfringens tipo A para
producdo de CPA nativa e posteriormente inativada com formaldeido (toxdide), e
também em relacéo a proteina CPA integra recombinante, que pode apresentar
efeito dermonecrotico, por isso, também pode ser necessaria a
detoxificagcdo(Goossens et al., 2016). A utilizacdo da porcéo atoxica de CPA
torna a produgd@o mais segura em relacdo a CPA integra, ndo sendo necessaria a
inativagdo, etapa que demanda um longo periodo e oferece risco de
hipersensibilidade devido ao formaldeido residual.
Através de SDS-PAGE do sobrenadante da lise e dos corpos de incluséo foi
possivel observar que a proteina foi expressa na forma soltvel. A obtencéo na
forma soltvel possibilita a purificacdo diretamente do sobrenadante da lise e
diminui o tempo e custos de producdo das vacinas, evitando etapas adicionais de
solubilizac&o e renaturacéo da proteina-alvo. Além disso, devido amplo
conhecimento genético e fisioldgico e ao curto tempo de geracao, a expressao
utilizando E. coli possibilita maior controle e rendimento de producédo (Sahdev et
al., 2008).

4, CONCLUSOES

Os resultados obtidos demonstram a viabilidade de clonagem e expressao do
dominio CPA-C[?47-3701 de forma recombinante, apresentando vantagens
superiores na producéao, representando uma alternativa eficiente para imunizacao
contra CPA de C. perfringens.
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