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1. INTRODUGCAO

O género Clostridium é amplamente conhecido pela sua capacidade de
produzir toxinas em grandes quantidades, o que torna muitas doengas causadas
por essas bactérias graves e frequentemente fatais. As bactérias desse género
sdo organismos anaerébicos, Gram positivos, e formadores de enddsporos
(CARTER et al., 2014; CRUZ-MORALES et al., 2019).

Entre as espécies do género Clostridium, o C. septicum se destaca por sua
alta toxicidade vinculada a sua toxina alfa (TACS), a qual possui agédo hemolitica,
necrotica e letal (KENNEDY et al.,, 2005). A toxina alfa de C. septicum é
fundamental na patogénese e esta relacionada a ocorréncia de gangrena gasosa
(mionecrose) ou edema maligno em ruminantes e outras espécies animais
(KNAPP et al., 2010). A gangrena gasosa se caracteriza pela necrose de tecidos
moles, especialmente nos musculos, toxemia e morte subita dos animais,
causando perdas econémicas (LOBATO et al., 2008; GAZIOGLU et al., 2018).

No Brasil, diversos surtos de gangrena gasosa causada por C. septicum
indicam falhas nas vacinas comerciais, reforcando sua ineficacia em atender aos
pré-requisitos estabelecidos pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA) (LIMA et al., 2006; LOBATO et al., 2008). A vacinagéo
com bacterinas-toxoides ou toxoides purificados € amplamente utilizada como
medida de prevengdo, estimulando o sistema imunolégico a reconhecer e
combater as toxinas responsaveis pela doenca. No entanto, essas vacinas
apresentam desafios significativos, que se iniciam em seu processo de produgao.
Atualmente, elas sao obtidas por meio do cultivo anaerdbio de C. septicum em um
meio complexo, envolvendo etapas laboriosas e riscos elevados aos operadores
(ZARAGOZA et al., 2019). A complexidade e os riscos envolvidos no processo de
fabricagdo tém impulsionado a busca por novas metodologias de imunizagao que
possam superar essas barreiras, garantindo uma produgado mais segura, eficiente
e em conformidade com as normas regulatorias.

Considerando o panorama descrito, o presente trabalho propde o
desenvolvimento de um protdtipo vacinal utilizando a toxina TACS recombinante
(rTACS) produzida em Escherichia coli. Essa abordagem tem como objetivo
otimizar as caracteristicas de produgao da vacina, tornando-a mais eficiente e
segura, além de incrementar a sua imunogenicidade. O foco inicial deste estudo
foi avaliar a inocuidade de protétipos vacinais recombinantes contra C. septicum
em camundongos Balb/c.
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2. METODOLOGIA
2.1. Avaliacao da expressao da rTACS em Escherichia coli

O vetor de expressdao pET28a foi utilizado para expressar rTACS em
Escherichia coli BL21 (DE3) STAR utilizando a metodologia descrita por Moreira
Jr. et al.,, (2016). O plasmideo contendo o gene tacs foi transformado na cepa de
E. coli STAR por choque térmico (5 min no gelo, 1 min 42 °C e 5 min no gelo) e as
células transformadas cultivadas por 1 h a 37 °C e 150 RPM em meio LB. O
cultivo foi entao transferido para 50 mL de LB suplementado com canamicina (100
pg/mL) e incubado overnight (37 °C, 150 RPM). O pré-inoculo foi transferido para
um volume de 500 mL de LB com canamicina (100 yg/mL) e cultivado 28 °C e 150
RPM overnight. Aliquotas de 1 mL foram coletadas para avaliagdo da expresséao e
centrifugadas (7.000 x g, 2 min) para posteriores ensaios de SDS-PAGE e
Western Blot.

2.2. Caracterizacao da solubilidade da rTACS

Para a avaliar a solubilidade da rTACS, um volume de 200 mL do cultivo
final (5600 mL) foi destinado para a caracterizagao e posterior purificagao. O cultivo
foi centrifugado (7.000 g, 4 °C, 10 min) para separar o meio de cultura, e seu foi
pellet ressuspendido em tampao wash (200 mM NaH2PO4, 0,5 M NaCl e 5 mM
imidazole, pH 8,0), suplementado com lisozima (1 pL/mL) e incubado (1 h, 37 °C,
200 rpm) para posterior lise celular por sonicacao (7 ciclos de 30s, amplitude 40)
seguida de centrifugacéo (7.000 x g, a 4 °C, por 10 minutos), resultando no
sobrenadante da lise que foi armazenado a 4°C para analise subsequente. O
pellet resultante foi suspendido em tampdo wash acrescido de 8 M ureia e
mantido a 4 °C por 16 h sob agitagao.

As proteinas obtidas na forma de sobrenadante da lise e sobrenadante da
ureia foram avaliadas em ensaios de SDS-PAGE e Western blot com anticorpo
monoclonal anti-His6x (Sigma, USA).

2.3. Purificacédo da rTACS

Apos determinada a localizagado das proteinas, o sobrenadante da lise foi
utilizado para purificagdo apos centrifugagao (10.000 x g por 10 min) para diminuir
a quantidade de debris celulares na amostra. A purificagdo foi realizada pela
técnica de cromatografia de afinidade por niquel em coluna de Ni-Sepharose,
utilizando o sistema automatizado AKTAprime® (GE Healthcare) e sua pureza
avaliada por SDS-PAGE e Western Blot.

Amostras selecionadas para compor a formulacdo foram submetidas a
didlise para a retirada do imidazol em tampao PBS durante um periodo de 12 h a
4 °C. A quantificagdo da rTACS na amostra foi realizada a partir do método
BCA™ Protein Assay (Thermo Fisher) e os resultados obtidos foram utilizados no
prototipo vacinal purificado nao inativado.

2.4. Formulagao do protdtipo vacinal - bacterina
A formulagdo vacinal bacterina recombinante inativada foi produzida

conforme descrito por Ferreira et al. (2019). O pellet obtido a partir da
centrifugagdo do cultivo foi suspendido em solugdo salina 0,9% estéril com
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formaldeido a 0,4% e incubado (37°C, 24h, 150 RPM). A confirmagdo da
inativagao foi verificada por meio da inoculagdo de 100 uL em agar LB, seguido
de incubacdo (37°C, 16 h). A formulacdo inativada foi entdo submetida a 3
lavagens com solugao salina 0,9% estéril (7000 x g, 15 min, 4 C) e armazenada a
4°C, contendo 0,01% de timerosal.

A quantificacdo das proteinas recombinantes presentes na formulagao
vacinal foi feita por SDS-PAGE contendo a proteina (B) do kit BCA como curva
padrdo. A quantificagdo foi realizada por densitometria através do programa
Imaged. O célculo de UFC (unidade formadora de colonias) foi feito com amostras
obtidas do cultivo inicial através de plaqueamento em agar LB de diluicbes
seriadas.

2.5. Dose vacinal e vacinacao

Ambas formulag¢des vacinais foram compostas de 200 ug de antigeno
recombinante diluido em PBS estéril e adsorvido em hidroxido de aluminio
Al(OH)3 (4 °C, 16 h) em uma concentracdo final de 1,5 % (m/v). Os testes de
esterilidade das formulagdes para pesquisa de bactérias e fungos contaminantes
foram entdo realizados antes da aplicacdo. O teste de inocuidade foi realizado
com 3 grupos de 2 camundongos (n = 6) Balb/c (4 a 6 semanas de idade).
Animais dos primeiros dois grupos foram testados com as formulagdes bacterina
e purificada, enquanto o ultimo grupo foi destinado ao controle apenas recebendo
solugdo salina e hidroxido de aluminio. Cada animal recebeu uma dose de 500 pL
da vacina e foram observados nas 12 h seguintes

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
Solubilidade da proteina recombinante
Apos os resultados obtidos por SDS-PAGE e Western Blot foi possivel

observar que a proteina recombinante estava igualmente distribuida no
sobrenadante da lise e no sobrenadante da ureia (50%/50%) (Figura 1).

e

Figura 1 — SDS-PAGE e Western blot da expressao e solubilidade de rTACS, transformada em E. coli BL21
Star. (A) 1 — Marcador; 2 - Controle positivo; 3 - Controle negativo — extrato de E. coli Star; 4 - rTACS
expressao; 5 - rTACS sobrenadante da lise; 6 - rTACS sobrenadante da ureia. (B) 1 — marcador; 2 — controle
positivo; 3 — controle negativo — extrato de E. coli Star; 4 — rTACS expressdo; 5 — rTACS sobrenadante da
lise; 6 — rTACS sobrenadante da ureia

Teste de inocuidade
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O grupo de animais que recebeu a formulagao purificada da rTACS veio a
Obito em um periodo de 5 h apés aplicagao, onde também foi observado sinais de
dor aguda no grupo em que foi aplicada formulagao bacterina, no entanto houve a
sobrevivéncia desses animais e apds 12 h da aplicagdo nado demonstraram mais
sinais de desconforto. Os animais do grupo controle que receberam apenas
solugdo salina e hidroxido de aluminio ndo apresentaram nenhum desconforto
apos a aplicagao e durante o periodo de testagem.

4. CONCLUSOES

Neste estudo, os resultados destacam a necessidade de ajustes no
prototipo vacinal bacterina inativada, com o objetivo de mitigar reagdes adversas
observadas. Para isso, é fundamental investigar diferentes protocolos de
inativacgao, incluindo a exposigao ao formaldeido a 0,4% por periodos de 48 e 72
horas, além da avaliacdo de concentragbes superiores (0,8%). A analise da
resposta obtida com o protétipo vacinal purificado n&o inativado sustenta a
significativa semelhanga conformacional e estrutural da rTACS em relacéo a
toxina nativa de C. septicum, o que justifica a toxicidade observada nas diferentes
formulagées. Embora essa toxicidade tenha ocasionado reag¢des adversas nos
grupos experimentais, ela também representa uma oportunidade promissora para
o desenvolvimento de uma vacina que induz uma resposta eficaz. Assim, a
implementacdo das modificacbes propostas na inativagdo podera levar ao
desenvolvimento de uma vacina que n&o sO seja imunogénica, mas também
segura no combate a clostridiose.
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