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1. INTRODUCAO

O botulismo é uma intoxicacdo neurologica, geralmente fatal, causada por
toxinas botulinicas (BoNTs) produzidas por Clostridium botulinum, um bacilo gram
positivo anaerébico formador de esporos (MOREIRA et al., 2020). Em condi¢des
favoraveis, essa produz as neurotoxinas, que sao classificadas em sete sorotipos
(A-G), de acordo com sua antigenicidade. Os sorotipos C e D séo os principais
responsaveis por causar botulismo em animais (OTAKA, 2017).

O Brasil é o principal exportador mundial de carne bovina e possui o segundo
maior rebanho bovino (IBGE, 2020), um cenério que implica em alta demanda de
doses de vacinas anti-botulinicas, que anualmente séo utilizadas para prevenir a
morte desses ruminantes (MOREIRA et al., 2020). Entretanto, a producédo de
vacinas convencionais envolve a obtencdo de toxoides que, embora eficazes,
apresentam algumas desvantagens no processo, como tempo e riscos biolégicos
devido ao contato direto com o agente patogénico.

Uma alternativa a estes processos sao as vacinas recombinantes, cujas
ferramentas de desenvolvimento permitem a obtencdo de antigenos atdxicos e
altamente imunogénicos. As BoNTs apresentam uma cadeia leve (LC) contendo o
dominio catalitico responsavel pela agdo enzimatica da toxina ligado por uma ponte
dissulfeto a uma cadeia pesada contendo os dominios de translocacao N-terminal
(Hn) e de ligagdo ao receptor neuronal C-terminal (Hc), ambos com 50 kDa
(RAVICHANDRAN, et al. 2007; GIL, et al. 2013). Dentre essas regides proteicas, 0
Hc é o principal alvo de pesquisa, uma vez que vacinas contra esse dominio sdo
capazes de induzir anticorpos capazes de neutralizar a intoxicacdo (MOREIRA et
al., 2016). Para BoNT, o truncamento do antigeno nativo permitiu altos niveis de
expressdo sem nenhuma toxicidade (MOREIRA et al., 2020).

O potencial adjuvante da subunidade B da enterotoxina termolabil de
Escherichia coli (LTB) foi demonstrado por GIL et. al (2013) ao avaliar vacinas
recombinantes quiméricas compostas pelo Hc das BoNTs C e D associados ou hao
a LTB, onde somente as formulagcdes compostas com o adjuvante obtiveram altos
niveis de anticorpos neutralizantes. A adicdo de adjuvantes moleculares tem se
mostrado uma estratégia promissora por estimular e direcionar uma resposta imune
mais efetiva (JEREMY et al., 2011).

A porcao C-terminal do dominio de ligacéo da cadeia pesada (Hcc) de 25 kDa
reconhece um receptor de superficie nos neurdnios, levando a internalizagédo da
toxina em vesiculas endociticas, consequentemente, aumentando a afinidade e
potencial da molécula (LEE et al., 2007).
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Nesse contexto, a fim de se obter proteinas recombinantes com maior
potencial imunogénico para emprego em vacinas, foi utilizado o fragmento Hcc da
neurotoxina botulinica sorotipo C fusionada a LTB (Figura 1). Sendo assim, o
objetivo desse trabalho foi a clonagem e expressdo de um antigeno quimérico do
sorotipo C de C. botulinum associados a um adjuvante molecular.
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Figura 1. Representacdo esquematica da neurotoxina botulinica sorotipo C (1) e
das constru¢des recombinantes compostas pela cadeia pesada (HC) da BoNT/C
(2) e da quimera composta pelo dominio C-terminal da cadeia pesada (Hcc) e da
subunidade B da enterotoxina termolabil de Escherichia coli (LTB) (3).

2. METODOLOGIA

2.1. Clonagem do dominio C-terminal (Hcc) da BONT/C no vetor
pET28a/LTB

Iniciadores que flanqueiam a regido Hcc foram sintetizados contendo sitios de
enzimas de restricdo nas extremidades para permitir a insercdo no vetor
pET28a/LTB. O produto da amplificacdo por reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) e o vetor pET28a/LTB foram purificados, digeridos com enzimas de restricao
especificas e ligados utilizando a enzima T4 DNA ligase (Thermo FisherScientific).
Para a transformacdo em choque térmico, o produto da ligacdo foi inserido em
Escherichia coli DH5a e mantida em agitagdo no shaker a 37 °C por uma hora.
As células de E. coli DH5a resultantes da transformacao foram plagueadas em
meio Luria Bertani (LB) solido suplementado com 100 pyg/mL de canamicina e
cultivadas a 37 °C, 180 rpm, overnight. As colbnias obtidas foram inoculadas em 10
mL de meio LB com canamicina e cultivadas em agitacdo no shaker a 37 °C, 180
rpm, overnight. A extracdo de DNA plasmidial dos cultivos foi feita utilizando o
protocolo descrito por GREEN E SAMBROOK (2012). A analise das amostras de
DNA plasmidial foi feita em eletroforese em gel de agarose 0,8% e caracterizada
através da amplificagé@o do inserto LTB-Hcc por PCR.

2.2. Expresséo e caracterizagcdo das proteinas recombinantes
O clone pET28a/LTB-HccC foi transformado por choque térmico utilizando a
cepa BL21 (DE3) Star de E. coli e inoculado em 10 mL de meio LB com 100 ug/mL
de canamicina (37 °C, 180 rpm, overnight). Em seguida, foi coletado 1 mL do pré-
in6culo de cada cultivo e transferido para 10 mL de meio LB (37 °C, 180 rpm,
overnight), onde foram cultivados até atingir a densidade otica (DOsoonm) entre 0,6
- 0,8 e induzidos com IPTG (isopropil-B-D-1-tiogalactopiranosideo) por 3 h nas
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mesmas condi¢cbes. Foram utilizados os vetores pET28a/LTB e pET28a/HccC
como controle da expressdo. A caracterizagdo da expressdo das proteinas
recombinantes foi confirmada através da técnica de Western Blot (WB) com
anticorpo monoclonal anti-polihistidina.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O antigeno quimérico contendo o sorotipo C associado ao adjuvante
molecular foi amplificado e clonado em vetor pET28a/LTB com sucesso. A
confirmacéo da insercao do gene de interesse foi analisada por eletroforese em gel
de agarose 0,8% e caracterizada por PCR, sendo a expressao da proteina
recombinante avaliada através da técnica de Western blot, conforme observado na
Figura 2.

Figura 2. Caracterizacdo da expressao das proteinas recombinantes por Western
blot com anticorpo anti-polihistidina revelado por DAB. 1- pET28a/LTB; 2-
pET28a/LTB-HccC; 3- pET28a/HccC; 4- Marcador molecular.

Dessa forma, foi possivel observar uma banda imunorreativa de
aproximadamente 47 kDa referente a expresséao do vetor pET28a/LTB-HccC em E.
coli BL21 (DE3), conforme esperado. Anticorpos neutralizantes direcionados contra
o fragmento Hcc sado conhecidos por conferir protecéo eficiente contra doses letais
de BoNTs (WEBB et. al, 2007). As proteinas quiméricas contendo epitopos de
diferentes agentes patogénicos, ligantes, ou sequéncias adjuvantes oferecem
maior imunogenicidade aos antigenos recombinantes (GIL et al., 2013).

4, CONCLUSOES

Pode se concluir que foi possivel clonar e expressar um antigeno quimeérico
recombinante do sorotipo C de C. botulinum associado ao adjuvante molecular
LTB, uma vez que o clone escolhido produziu uma banda imunorreativa com
tamanho esperado em sua expressao. Com isso, novos estudos Sa0 necessarios
para avaliar o0 potencial imunoprotetor da proteina recombinante em
experimentacdo animal contra botulismo, como também avaliar a antigenicidade
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das proteinas por ensaios imunoenzimaticos utilizando anticorpos anti-BoNT, a fim
de se obter uma vacina eficaz contra as infec¢ges causadas pelo patdégeno.
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