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1. INTRODUÇÃO 

 
Clostridium perfringens é uma bactéria bacilar anaeróbia, gram-positiva e         
produtora de endósporos, que está presente na microbiota gastrointestinal de          
humanos e animais (SMEDLEY, 2004). É amplamente distribuída no ambiente e           
possui alta variabilidade genética e, por isso, é capaz de expressar diferentes            
toxinas e enzimas que medeiam o desencadeamento de uma série de doenças            
(Rood, 2018; UZAL, 2014). O ​C. perfringens expressa mais de 17 toxinas que são              
responsáveis por classificar sete toxinotipos (A-G) (ROOD, 2018). 
As infecções em ruminantes atribuídas as clostridioses, especialmente as         
causadas por ​C. perfringens​, são responsáveis por importantes perdas         
econômicas devido ao seu rápido desenvolvimento e alta taxa de mortalidade           
(LOBATO, 2013; UZAL, 2014). Dentre as toxinas expressas, duas destacam-se          
devido sua alta toxicidade e letalidade, sendo elas a toxina beta (CPB) e toxina              
épsilon (ETX) (ALVES, 2014; FERREIRA, 2016; UZAL, 2014). As toxinas CPB e            
ETX são importantes fatores de patogenicidade dos toxinotipos B, C e D, onde             
são responsáveis pelo desenvolvimento de doenças como enterotoxemia, enterite         
necrótica e enterite necro-hemorrágica, responsáveis pela formação de poros na          
membrana e causar o efeito citotóxico celular (KIU, 2018; KAUSHIK, 2019). Tais            
doenças possuem rápido desenvolvimento, devido a morte celular e necrose          
tecidual, além de serem facilmente absorvidas para o sistema circulatório e/ou           
nervoso, desencadeando em um desfecho frequentemente fatal (ALVES, 2014;         
FERNANDEZ-MIYAKAWA, 2007; KIU, 2018). 
As vacinas disponíveis atualmente contra ​C. perfringens são do tipo toxóides.           
Ainda que sejam eficientes na indução da resposta imune, apresentam          
implicações quanto ao risco biológico atribuído, estabilidade, formaldeído residual         
e reversão da toxicidade (SONG, 2019). A fim de produzir uma vacina de alto              
rendimento em sistemas de expressão bacterianos não patogênicos, o presente          
trabalho objetiva a caracterização e avaliação da antigenicidade de quimera          
bivalente compostas pelas toxinas CPB (porção C-terminal) e ETX, agora          
denominada BE, em ​Escherichia coli. 
 

2. METODOLOGIA 
 

2.1. Síntese, expressão e purificação da proteína recombinante 
 
As regiões codificadoras dos antígenos da porção C-terminal de CPB e ETX            
foram fusionadas in silico, sintetizadas e clonadas no vetor de expressão pET28a.            
Foi realizada a transformação por choque térmico em cepas ​E. coli BL21 (DE3)             
Star ​. Posteriormente, os cultivos foram realizados em inóculos de 50 mL de meio              

 



 

LB suplementado com 100 μg/mL de canamicina (37˚C, 18h, 200 rpm), onde            
foram transferidos para 450 mL de meio LB nas mesmas condições já descritas             
(37 °C, 200 rpm) até atingir a densidade ótica DO​600nm de 0,8, e então induzidas               
com 0,5 mM IPTG por 3h nas mesmas condições. Posteriormente, o cultivo foi             
centrifugado (7000 × ​g​, 10 min, 4˚C) e o pellet foi suspenso em 25 mL de tampão                 
de lavagem (0,234% de NaH​2​PO​4​, 2,92% de NaCl e 0,068% de Imidazole) com             
100 µg/mL de lisozima para a lise celular (37 °C, 1h, 200 rpm). Posteriormente, foi               
feita a sonicação do cultivo (60 Hz, 6 ciclos, 30 seg) e novamente centrifugado.              
Ao pellet foi adicionado 1 mL de tampão de lavagem com ureia 6M. A purificação               
das proteínas recombinantes deu-se através de colunas de cromatografia de          
afinidade por níquel HisTrap HP. A caracterização das proteínas foi realizada por            
SDS-PAGE e ​Western Blot​ utilizando anticorpo monoclonal anti-His6x. 
 
2.2. Avaliação da antigenicidade da toxina por Western blot 
 
As amostras purificadas foram submetidas à eletroforese em gel de poliacrilamida           
12% com controles com amostras de CPB e ETX purificadas (já previamente            
caracterizadas), e posteriormente transferidas para três membranas de        
nitrocelulose em tampão de transferência (1h, 100 V) e um gel corado com             
Comassie Blue. Em seguida, duas das membranas foram incubadas com soros           
produzidos em camundongos (anti-CPB) e ovelha (anti-ETX), sendo essas a          
membrana B e membrana C, respectivamente (figura 1). Estas foram incubadas           
com os respectivos anticorpos secundários anti-ovelha e anti-camundongos (4h,         
28ºC, 180 rpm). Outra membrana foi incubada (1h, 28ºC, 180 rpm) com            
anticorpos anti-histidina, sendo esta a membrana A (figura 1). A reação           
antígeno-anticorpo foi revelada através da solução de revelação (9 mL de tampão            
Tris-HCl pH 7,6, 1 mL de solução de níquel 0,3%, 0,006 g de DAB e 10 uL de                  
água oxigenada). 
 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
A análise por WB revelou que a quimera foi reconhecida pelos respectivos soros             
(anti-ETX, anti-CPB e anti-histidina), reconhecida pelo padrão de banda de          
tamanho esperado, assim como os controles reconhecidos (figura 1). 

 

 
Figura 4. ​Avaliação da antigenicidade da quimera BE pela técnica de Western            
blot. 1- Quimera BE kDa). 2- rCPB-C (22 kDa). 3- rETX (32 kDa). 4- Controle               
negativo (extrato de ​E. coli​). (A) Anticorpo monoclonal anti-His6X; (B) Soro murino            
monovalente anti-ETX; (C) Soro ovino monovalente anti-CPB-C.  

 



 

 
O reconhecimento da quimera BE pelos soros anti-CPB e anti-ETX, assim como            
os controles, comprovam sua antigenicidade. Contudo, a utilização de soro ovino           
(anti-CPB) pode ter resultado em reações cruzadas, uma vez que o animal está             
em constante contato com o ambiente ou ter sofrido uma vacinação não relatada             
e por isso, pode ter contato com outros antígenos do organismo, visto que o              
anticorpo anti-CPB também foi capaz de reconhecer o antígeno ETX como           
apresentado na membrana C (figura 1). A produção de toxinas em forma de             
quimeras recombinantes possibilita então a produção de mais de uma toxina em            
um único bioprocesso, mantendo as características de alta expressão, maior          
estabilidade, menor custo e tempo, reduzindo assim o número de etapas de            
expressão, quando comparados com o método convencional (FERREIRA, 2019;         
CARNEIRO, 2019). A síntese de uma quimera recombinante CPB-ETX, além de           
apresentar as vantagens da produção de antígenos em forma de quimera, é            
atóxica, o que facilita a manipulação e causa danos significativamente menores           
que vacinas tradicionais (UZAL et al, 2014). 
 

4. CONCLUSÕES E PERSPECTIVAS FUTURAS 
 

A quimera recombinante BE foi reconhecida pelos soros murinos e ovinos,           
e portanto, demonstrando sua antigenicidade frente a um soro animal. No entanto,            
deverão ser feitas novas análises para averiguar a antigenicidade da proteína           
frente a soros monovalentes, assim como avaliar a antigenicidade através da           
técnica de ELISA, para uma melhor caracterização. 
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