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1. INTRODUGCAO

Clostridium chauvoei, um bacilo anaerébio Gram-positivo, € o agente etioldgico
do carbunculo sintomatico, uma doenca de alta letalidade em bovinos e ovinos que
pode levar a morte em 12 a 48 horas (USEH, NOK e ESIEVO, 2006). A rapida
evolugdo da doenca causa grandes prejuizos econdmicos, tornando a profilaxia
indispensavel (SOUSA et al., 2024; NAMPANYA et al., 2019). Embora o método de
prevengdo mais eficaz seja a imunizagdo com vacinas baseadas em
bacterinas-toxoides, surtos ainda podem ocorrer em animais vacinados, e a doenca
persiste como causa significativa de mortalidade em bovinos (GREGORY et al., 2006;
SPINELLI, 2024). Somado a variacdo da resposta imune individual no gado (ROSSI et
al., 2018; ROSSI et al.,, 2025), e ao desconhecimento dos antigenos efetivamente
protetores (NICHOLSON et al., 2019), este cenario questiona a eficacia das vacinas
atuais e limita o desenvolvimento de vacinas de nova geracado (ZARAGOZA et al.,
2019).

Vacinas de subunidade, baseadas na expressao heteréloga de antigenos, sao
uma alternativa promissora por aliarem maior seguranga, facilidade de padronizacéo e
capacidade de gerar respostas imunes eficazes (FREY et al., 2012; PRAJAPATI et al.,
2024). Escherichia coli representa uma excelente plataforma de expressao heterdloga
para producdo de antigenos em vacinas de subunidade devido a sua relagéo
custo-beneficio, escalabilidade, ciclo de produgéo rapido e altos rendimentos (TANG;
ZHAO; ZHU, 2024). Contudo, um dos principais entraves dessa abordagem é a
formagao de corpos de inclusao (agregados proteicos insoluveis e pouco funcionais). O
processo de solubilizagao e renaturacao (refolding) dessas proteinas € complexo, de
dificil escalonamento e eleva o custo final do produto, representando um desafio para a
viabilidade econdémica de vacinas veterinarias (UPADHYAY et al., 2015; ZARAGOZA et
al., 2019).

Para contornar essa barreira, a biotecnologia utiliza etiquetas de solubilidade,
como a Maltose Binding Protein (MBP). A MBP (~45 kDa) & uma proteina
periplasmatica de E. coli que, ao ser fusionada a uma proteina-alvo, atua de forma
analoga a uma chaperona, prevenindo a agregacao e faciltando a purificagao
(MISHRA, 2020). O sucesso da MBP em solubilizar proteinas recombinantes é
amplamente reportado na literatura (PARK et al., 2021; PEDERSEN et al., 2022).
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Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia da etiqueta
de solubilidade MBP na expressédo de um antigeno recombinante de C. chauvoei em E.
coli, buscando identificar estratégias que possibilitem sua produgéo de forma soluvel,
um passo essencial para o desenvolvimento de vacinas recombinantes mais eficazes
contra o carbunculo sintomatico.

2. METODOLOGIA
2.1 Propagacao, extracao e purificagao dos plasmideos

As sequéncias génicas do antigeno alvo, identificado neste trabalho como Cc17 e
MBP, foram previamente clonadas no vetor pET-28a (pET-28a-Cc1 e pET-28a-MBP).
Os plasmideos foram propagados em E. coli DH5aq, transformada por choque térmico.
As células transformadas foram cultivadas em 10 mL de caldo LB (Luria-Bertani)
suplementado com canamicina (0,1 mg/mL), sob agitacao orbital (180 rpm, 37 °C), até
atingirem DOggnm = 2,0, quando as células foram submetidas ao protocolo de extragao
plasmidial por lise alcalina (Midipreparation), conforme descrito por Sambrook e Russell
(2000). O DNA obtido foi purificado com o kit GFX™ PCR DNA and Gel Band
Purification (Cytiva®), quantificado em espectrofotdmetro NanoDrop™ Lite (Thermo
Scientific®) e avaliado quanto a integridade por eletroforese em gel de agarose a 0,8%.

2.2 Digestao, ligacao e triagem dos clones

Os plasmideos foram digeridos com as enzimas de restricdo Nhel-HF e
Hindlll-HF (New England Biolabs®), de acordo com as recomendacdes do fabricante,
gerando a linearizagao do vetor pET-28a-MBP (~6,4 kb) e o fragmento correspondente
ao gene Cc1 (~1,2 kb), ambos com extremidades coesivas. Os produtos foram
separados por eletroforese em gel de agarose a 1%, e o DNA de interesse recuperado
com o kit GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification.

A ligacao foi realizada com T4 DNA Ligase (New England Biolabs®) e o produto
utilizado para transformar E. coli DH5a por choque térmico. As células transformadas
foram plaqueadas em meio LB soélido suplementado com canamicina e incubadas a 37
°C por 24 h. Trés colbnias foram selecionadas aleatoriamente e submetidas a extracao
plasmidial por lise alcalina (Midipreparation). A confirmagao da presenga do inserto foi
realizada por eletroforese em gel de agarose a 0,8%.

2.3 Expressao e recuperacao das porgoes proteicas

O plasmideo recombinante pET-28a-MBP-Cc1 foi expresso na cepa E. coli BL21
(DE3) em 50 mL de caldo LB contendo canamicina (0,1 mg/mL), sob agitagao orbital
(180 rpm, 37°C). A expressdao foi induzida com 1 mM de IPTG (Isopropil
B-D-1-tiogalactopiranosida) quando a cultura atingiu DOgyo,m entre 0,6 e 0,8, sendo
coletadas amostras de antes e apos 4 h de indugéao.

As células foram centrifugadas (7.000 rpm, 10 min, 4°C), suspendidas em 25 mL
de tampédo de lavagem pH 8,0 (10 mM de imidazol, 500 mM de NaCl e 20 mM de
NaH,PO,), incubadas com lisozima (0,2 mg/mL) por 1h a 37°C, seguida de sete ciclos
de sonicagao (20 kHz, 15 s de pulso/30 s de intervalo). Apds a centrifugagao do lisado
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celular (10.000 rpm, 20 min, 4°C), o sobrenadante, que contém a fragcdo proteica
soluvel, foi separado e armazenado a 4°C, e o pellet suspenso com tampao de
lavagem contendo 8 M de ureia e mantido sob homogeneizagéo por inversao por 17 h
a 4°C para recuperagao da fracado proteica insoluvel. As amostras do cultivo (extrato
celular), bem como as duas fragdes proteicas, foram analisadas por eletroforese em gel
de poliacrilamida a 12% (SDS-PAGE) e Western Blot utilizando anticorpo monoclonal
anti-poli-histidina (Sigma-Aldrich®).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A clonagem do gene Cc1 no vetor pET-28a-MBP foi confirmada por eletroforese
em gel de agarose, que revelou aumento na massa molecular em relagédo ao vetor
original, com tamanho esperado de 7,6 kb, (Figura 1-A). A expressao do constructo em
E. coli BL21 (DE3) resultou na produgao de niveis satisfatérios da proteina MBP-Cc1,
confirmada por Western Blot com banda especifica de ~95 kDa, compativel com o
tamanho esperado da fusao (Figura 1-B). No entanto, a analise de solubilidade mostrou
que a maior parte da proteina permaneceu na fragao insoluvel, sugerindo formacgao de
corpos de inclusdo (Figura 1-C). Esses resultados indicam que a fusdo com MBP nao
foi suficiente para aumentar a solubilidade do antigeno Cc1, o que representa um
entrave a sua aplicagdo como produto vacinal. Achados semelhantes quanto a
solubilidade e expressao foram descritos para proteinas de C. chauvoei, como a CctA
expressa em E. coli (FREY et al., 2012; NICHOLSON et al., 2019), apontando para a
necessidade de explorar condicdes de cultivo otimizadas, cepas hospedeiras
alternativas ou outras etiquetas de solubilidade como estratégias futuras.

Figura 1 - Resultado Dos Géis De Eletroforese e Western Blot
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Legenda: A) Gel de agarose a 1% dos vetores utilizados na clonagem e dos
respectivos clones MBP-Cc1. Apenas os clones 2e 3 sugerem inser¢ao do gene Cc1
no vetor pET-28a-MBP. B) Western blot das amostras de antes e depois das 4h de
expressao representadas por “I” e “lI" respectivamente. C) Gel de poliacrilamida a 12%
apos eletroforese de amostras das fragdes soluvel (S) e insoluvel (1).
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4. CONCLUSOES

A fusédo do antigeno Cc1 de Clostridium chauvoei a proteina MBP permitiu a
obtengcdo da proteina recombinante em niveis expressivos, porém com baixa
solubilidade. Assim, a MBP nao se mostrou eficaz em prevenir a formagao de corpos
de inclusao nas condigOes testadas. A otimizagao das condigdes e cepas de cultivo, e a
avaliagcdo de outras etiquetas de solubilidade, deverdao ser consideradas em estudos
futuros visando a otimizacao da solubilidade do antigeno recombinante.
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