4~ 10 SIIEPE

SRiie - INTEGRADA XXXIII CIC - CONGRESSO DE INICIAGCAO CIENTIFICA
UFPEL 2024

AVALIACAO DA EXPRESSAO E SOLUBILIDADE DE TRES ANTIGENOS
RECOMBINANTES DA TOXINA LETAL DE Paeniclostridium sordellii

MARIANA BARROS DEUNER?; RAFAEL RODRIGUES RODRIGUES?; PEDRO
HENRIQUE DALA NORA QUATRIN3 CRISTIAN HENRIQUE SO'[T“; FLAVIA
ROCHA MEDEIROS?®; FABRICIO ROCHEDO CONCEICAQ®

lUniversidade Federal de Pelotas — marianabarros135@gmail.com
2Universidade Federal de Pelotas — rafaelr458 @gmail.com
SUniversidade Federal de Pelotas — quatrinp@gmail.com
4Universidade Federal de Pelotas — cristian.sott@ufpel.edu.br
SUniversidade Federal de Pelotas — rochamedeirosflavia@gmail.com
6Universidade Federal de Pelotas — frabicio.rochedo@ufpel.edu.br

1. INTRODUCAO

O género Clostridium compreende uma ampla diversidade de espécies
bacterianas anaerdbias, muitas das quais sdo conhecidas por produzir toxinas
potentes responsaveis por doencas graves em humanos e animais. Entre as
espécies patogénicas, Paeniclostridiumsordellii se destaca por afetar diversos
animais, causando o agravamento rapido de doencas graves como a gangrena
gasosa (LEWIS, et al.,, 2007; NYAOKE et al.,, 2020). A toxina letal (TcsL) e a
toxina hemorragica (TcsH) produzidas por essa espécie ligam-se nas células-alvo,
destruindo-as ao invadir a célula hospedeira. Essas toxinas consistem em quatro
dominios funcionais: o GTD, dominio de glicosiltransferase N-terminal; o CPD,
dominio de protease de cisteina com a funcdo de mediar a autoclivagem; o
dominio DRBD, responsavel pela entrega transmembrana e ligacao ao receptor; e
o dominio CROP, composto por oligopeptideos repetitivos combinados (ZHOU et
al., 2023).

As cepas de P.sordelli que produzem TcsL sdo mais frequentemente
associadas a surtos em animais de campo do que aquelas que produzem TcsH
(THIELE et al.,, 2013). TcsL € um alvo importante em vacinas comerciais,
utilizadas para prevenir infeccdes causadas por P. sordelli (AMIMOTO et al.,
2001; THIELE et al., 2013). No entanto, essas vacinas enfrentam limitagdes,
como baixa imunogenicidade e processos complexos de cultivo de bactérias
anaeroébicas, o que impulsiona a busca por alternativas de imunizacdo (LOBATO
et al., 2004; THIELE et al., 2013).

Entre as estratégias vacinais mais promissoras esta o uso de dominios
recombinantes de toxinas, que apresentam alta expressdo em Escherichia coli e
séo capazes de induzir uma resposta imunologica eficaz (Rodrigues et al., 2021).
Essas abordagens tém se mostrado promissoras no desenvolvimento de
vacinas.A expressao de dominios isolados € mais simples que a de toxinas
completas, que possuem alta massa molecular(ROSANO; CECCARELLI, 2014).
No entanto, a solubilidade dessas proteinas recombinantes & um fator critico, pois
a insolubilidade pode afetar a formacdo de epitopos conformacionais essenciais
para a resposta imunolégica, comprometendo a eficacia da vacina (Rodrigues et
al., 2021). Este estudo visa avaliar a solubilidade e a expressédo de diferentes
dominios da toxina TcsL, buscando otimizar a producdo de uma vacina
recombinante contra Paeniclostridiumsordellii.
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2. METODOLOGIA

Trés dominios distintos da toxina TcsL de P. sordellii foram analisados e

projetados utilizando ferramentas de bioinforméatica. Os dominios com maior
relevancia foram selecionados e denominados rD1, rD2 e rD3.0s dominios
selecionados foram clonados em vetor pET28a e sintetizados pela Epoch Life
Science (Texas, USA).A transformacéo e propagacdo do material genético foram
realizadas emEscherichia coli DH5-a, conforme descrito por Green e Sambrook
(2012).
A expresséao foi realizada em E. coli BL21 (DE3) e BL21 (DE3) SoluBL21 e as
células foram transformadas seguindo a metodologia de choque térmico (Green e
Sambrook, 2012). Ap6s a transformacado foi feito um pré-in6culo de 25mL de
caldo LB suplementado com 100 ug/mL de canamicina e incubado em agitador
orbital durante 16 horas, 37 °C sob agitacdo de 180 RPM. O pré-indculo foi
transferido para um volume final de 250 ml de LB igualmente suplementado com
100 pg/mL de canamicina. Na fase de crescimento logaritmico (D.O.soonm = 0.6 -
0.8) o cultivo foi induzido por 3 horas com a adicdo de 0,5 mM de IPTG (Isopropyl
B-D-thiogalactopyranoside). Aliquotas de 1 ml foram retiradas dos cultivos para
analise.

Apéds a expressao, os cultivos foram centrifugados (7.000 RPM, 5 minutos),
e as células ressuspendidas em 25 ml de tampdo de lavagem (200 mM
NaH2PO4, 0,5 M NaCl e 5 mMimidazol, pH 8,0), ao qual foi adicionada lisozima a
1 ug/mL. Em seguida, a amostra foi incubada em agitador orbital por 1 hora a 37
°C e 180 RPM. Para complementar a etapa de lise celular, as amostras passaram
por 6 ciclos de ultrassonicacdo de 15 segundos, com intervalos de 30 segundos
entre os ciclos. Apoés a lise, as amostras foram centrifugadas a 10.000 RPM, a 4
°C, por 10 minutos. O sobrenadante (fracao soltvel) foi armazenado, e o pellet
(fracdo insolavel) foi ressuspendido em 25 ml de tampédo de lavagem contendo
8M de ureia, sendo incubado em leve agitacdo a 8 °C por 16 horas. As amostras
foram novamente centrifugadas, e o0 sobrenadante contendo a ureia (corpo de
incluséo) foi armazenado.

As amostras foram coletadas do cultivo antes e apés a inducéo por IPTG, no
sobrenadante do tampao de lise e no sobrenadante do tampao de ureia para
caracterizacdo pela técnica deWestern blot com anticorpo monoclonal anti-Hiséx
(Sigma, USA).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dominios de interesse rD1(88 kDa), rD2 (122 kDa) e rD3(64 kDa) foram
expressos nas cepas de E. coli BL21 (DE3) e BL21 (DE3) SoluBL21™, e suas
expressodes foram analisadas por meio de Western blot (Figura 1). Os resultados
evidenciaram que os dominios rD1 e rD3 apresentaram desempenho superior em
termos de nivel de expressao e solubilidade em ambas as cepas de E. coli. A
cepa SoluBL21™ destacou-se por melhorar significativamente a solubilidade geral
dos dominios expressos. Em contraste, o dominio rD2 apresentou dificuldades de
expressdo na cepa BL21 (DE3), resultando em fracBes insollveis, possivelmente
devido ao seu maior peso molecular. No entanto, a cepa SoluBL21™ demonstrou
uma melhora consideravel na expressao e solubilidade de rD2.

A cepa de E. coli BL21(DE3) Solu € projetada para melhorar a expressao de
proteinas sollveis. Essa cepa contém modificagbes genéticas que ajudam a
superar problemas comuns de agregacao de proteinas e corpos de inclusdo, que
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podem ocorrer frequentemente durante a producdo de proteinas recombinantes

de E. coli.
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Figura 1. Caracterizacdo da expressao e solubilidade de rD1, rD2 e rD3. Western
blot do nivel de expressao e fracdes de solubilidade apds expressdo em E. coli.
(A) M - Marcador; 1 — E. coli BL21 (DE3) SoluBL21™ competente apos inducéo
de rD1 (88 kDa) com IPTG; 2- Fracado sobrenadante da lise de rD1; 3 — Fracao
corpo de inclusdo de rD1; 4 - E. coli BL21 (DE3) SoluBL21™ competente apds
inducéo de rD2 (122 kDa) com IPTG; 5 - Fragdo sobrenadante da lise de rD2; 6 —
Fracdo corpo de inclusédo de rD2; 7 - E. coli BL21 (DE3) SoluBL21™ competente
apos inducao de rD3 (64 kDa) com IPTG; 8- Fracdo sobrenadante da lise de rD3;
9 — Fracédo corpo de inclusédo de rD3. (B) M - Marcador; 1 — E. coli BL21 (DE3)
SoluBL21™ competente apos inducdo de rD1 (88 kDa) com IPTG; 2- Fracdo
sobrenadante da lise de rD1; 3 — Fragcédo corpo de inclusédo de rD1; 4 - E. coli
BL21 (DE3) apds indugdo de rD2 (122 kDa) com IPTG; 5 - Fracdo sobrenadante
da lise rD2; 6 — Fracdo corpo de incluséo rD2; 7 - E. coli BL21 (DE3) apds inducao
de rD3 (64 kDa) com IPTG; 8- Fracdo sobrenadante da lise de rD3; 9 — Fracao
corpo de incluséo de rD3.

4. CONCLUSOES

Em conclusédo, a expressdo dos dominios rD1, rD2 e rD3 nas cepas de E.
coli demonstrou bom desempenho em termos de expressdo e solubilidade. A
cepa SoluBL21™ proporcionou uma melhoria significativa na solubilidade de rD2,
que foi insolavel na cepa BL21 (DE3). Essas observacoes ressaltam a eficacia da
cepa SoluBL21™ na otimizagdo da producdo de proteinas recombinantes. Esse
avanco € especialmente relevante para a producdo de vacinas, onde a
solubilidade adequada dos antigenos é crucial para a qualidade e eficacia do
imunogeno final.
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