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1. INTRODUCAO

Clostridium botulinum € um bacilo Gram positivo anaerébico formador de
esporos, presente na natureza e no trato gastrointestinal de animais saudaveis
(MOREIRA JR, 2016). Em condi¢bes favoraveis, produzem as neurotoxinas
botulinicas (BoNTSs), classificadas de acordo com sua antigenicidade em sete
sorotipos (A-G), sendo os sorotipos C e D 0s principais responsaveis por
causar botulismo em animais (OTAKA, 2017). As BoNTs apresentam uma
cadeia leve (LC) contendo o dominio catalitico responsavel pela acéo
enzimatica da toxina ligado por uma ponte dissulfeto a uma cadeia pesada
(HC) contendo os dominios de translocacdo N-terminal (HN) e de ligacdo ao
receptor neuronal C-terminal (HC), ambos com 50 KDa (RAVICHANDRAN, et
al. 2007; GIL, el al. 2013)

A tecnologia do DNA recombinante tem proporcionado o0
desenvolvimento de vacinas recombinantes atdxicas como uma alternativa a
producdo dos toxdides atualmente disponiveis ho mercado contra o botulismo,
e produzidos através da inativacdo da toxina botulinica (BONT) com
formaldeido, através de um processo produtivo pouco atraente que apresenta:
(1) risco de reversdo da toxicidade, uma vez que as BoNTs séo as proteinas
mais potentes conhecidas na natureza; (2) baixa previsibilidade na expressao
da toxina pelo microrganismo patogénico; (3) alto risco em relacdo a
biosseguran¢a dos manipuladores; e (4) necessidade de 15 a 21 dias para a
inativacao quimica.

O potencial imunoprotetor das vacinas recombinantes utilizando o
dominio de ligagdo (HC) das BoNTs sorotipos C e D ja foi demonstrado pelo
nosso grupo em camundongos, cobaios, bovinos e bufalos (GIL, et al. 2013;
CUNHA, et al. 2013; MOREIRA JR, et al. 2016; OTAKA et al. 2017). Dessa
forma, o presente trabalho objetiva clonar e expressar a por¢cado de C-terminal
do dominio de ligacdo (HCc - 25 KDa) das BoNTs sorotipos C e D, onde
encontram-se grande parte dos epitopos protetores, visando obter proteinas


mailto:rafaeldonassolo@hotmail.com
mailto:rafaelr458@gmail.com
mailto:morganaludtke@gmail.com
mailto:emiliigriep@gmail.com
mailto:fabricio.rochedo@ufpel.edu.br

- a
MR 3 SEMANA XXVI CONGRESSO DE
) Wit C"D Cl INICIAGAO CIENTIFICA

recombinantes com maior potencial imunogénico a serem posteriormente
avaliadas como antigenos vacinais.

2. METODOLOGIA

2.1 Clonagem da porcao C-terminal do dominio de ligacdo das BoNTs
C e D no vetor pET28a

Para a clonagem foram desenhados iniciadores que flanqueiam a regiao
de interesse. Sitios para enzimas de restricdo foram inseridos nas
extremidades de cada iniciador, possibilitando a clonagem em vetor pET28a.
As regides codificadoras das toxinas foram amplificadas por reacdo em cadeia
da polimerase (PCR). O produto da PCR e o vetor pET28a foram purificados,
digeridos com as respectivas enzimas de restricdo e posteriormente foi
realizado uma reacédo de ligacdo utilizando enzima T4 DNA ligase (Thermo
Fisher Scientific). O produto da ligacdo foi utilizado para transformar por
choque térmico células de E. coli DH5a quimiocompetentes.

As células de E. coli DH5a quimiocompetentes transformadas foram
plagueadas em meio Luria Bertani (LB) solido suplementado com 100 pg/mL de
canamicina e cultivadas a 37 °C por 16 h. As col6nias obtidas na placa foram
inoculadas em 5 mL de meio LB com 100 yg/mL de canamicina e cultivadas a
37 °C, 200 rpm, por 16 h. Os cultivos foram utilizados para extracdo de DNA
plasmidial seguindo o protocolo descrito por Green e Sambrook (2012). O DNA
plasmidial dos possiveis clones recombinantes foi analisado por eletroforese
em gel de agarose 0,8% e caracterizado por PCR.

2.2Expresséo das proteinas recombinantes em E. coli

Apl6s a selegcdo, os clones recombinantes foram utilizados para
transformar por choque térmico cepas E. coli BL21 (DE3) Star™ e inoculado
em 50 ml de LB com canamicina (37 'C, 18 h, 200 rpm), posteriormente
transferido para 500 ml de LB com canamicina e mantido a 37 “C, 200 rpm até
atingir a densidade 6tica a 600 nm (DOsoo) de 0,6 - 0,8, quando a expresséo foi
induzida com IPTG por 3 h nas mesmas condicfes. Apds, o cultivo foi
centrifugado (7000 g 10 min, 4 °C), e a amostra coletada. A expressédo das
proteinas recombinantes foi confirmada através da técnica de Western Blot
(WB) com anticorpo monoclonal anti-polihistidina.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A regido codificadora da porcédo C-terminal do dominio de ligacdo (HCc)
das BoNTs sorotipos C e D foram amplificadas com sucesso e clonadas em
vetor pET28a. A confirmacédo da insercdo do gene de interesse deu-se por
eletroforese em gel de agarose 0,8% através da comparacdo do tamanho das
bandas referentes as construcbes recombinantes em relacdo ao controle



contendo apenas o vetor pET28a circular (Figura 1) e através da realizacéo de
PCR com iniciadores especificos para amplificacdo das regibes HCc das
BoNTs C e D contendo 630 e 581 pares de base, respectivamente (Figura 2).

A caracterizacdo da expressdo das proteinas recombinantes foi
realizada através da técnica de Western blot, conforme observado na Figura 3.

Figura 1. Gel de agorose 0,8% demonstrando screening das coldnias transformantes
quanto a presenca do inserto recombinante. 1 - Controle negativo (pET28a); 2 — 4
pET28a/hcC; 5 — 7 pET28a/hcD.

1 2 4 7 8 9 10 11 12

630 pb 581 pb

Figura 2. Avaliacdo da clonagem através da amplificacdo dos insertos por PCR. 1 -
Marcador 1 kb; 2 - Controle negativo (pET28a); 3 - 6 Amplificagdo do gene hcC; 7 -
Marcador 1 kb; 8 - Controle negativo (pET28a); 9 - 12 Amplifica¢&o do gene hcD.
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Figura 3. Caracterizacdo da expressdo proteinas recombinantes por Western blot com
anti-histidina revelado por DAB. 1- Controle negativo (E. coli Star); 2- Controle positivo (50
kDa), 2- Marcador pré-corado; 3 — Expressédo rD25 po6s indugéo; 4 - Expressdo rD25 néo
induzida, 5 — Expressao rC25 pos indugao, 6 — Expressao rC25 nao induzida.
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4. CONCLUSAO

Foi possivel clonar e expressar a por¢ao de C-terminal do dominio de
ligagdo (HCc) das BoNTs sorotipos C e D. Novos estudos serdo conduzidos
buscando otimizar a expressdo das proteinas avaliadas, bem como avaliar o
potencial imunoprotetor das proteinas como antigenos em experimento de
vacinagcdo em animais contra o botulismo, conforme preconizado pelo
Ministério da Agricultura Pecuéria e Abastecimento (MAPA).
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