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RESUMO

Clostridium tetani é um bacilo Gram-positivo, anaerdbio estrito, encontrado no solo na forma
de esporos e no trato gastrointestinal de animais e humanos. A principal toxina produzida por
estes microrganismos ¢ a tetanospasmina (TeNT). A agdo dessa toxina ¢ por meio do
impedimento da liberagdo de neurotransmissores inibitorios, como o GABA e a glicina,
provocando a inibi¢ao de reflexos motores. As vacinas disponiveis no mercado sdo toxoides
eficientes na imunizacdo dos animais, mas apresentam algumas desvantagens. As vacinas
recombinantes surgem oferecendo maiores vantagens como, processo de producdo
simplificado, seguranga para os manipuladores e maior imunogenicidade. Diante do exposto, o
objetivo deste trabalho foi a clonagem e expressdo de um pequeno fragmento desta toxina,
responsavel pela ligacdo na célula hospedeira. A sequéncia codificadora (CDS) foi sintetizada
e clonado em vetor pET28a (Epoch, Life Science). A CDS e o vetor pET28a foram digeridos
com enzimas Nhel e HindlIll, e posteriormente ligados com enzima T4 DNA ligase. O produto
da liga¢do foi utilizado para transformar células competentes de Escherichia coli DHS5a,
plaqueadas em meio LB s6lido suplementado com 100 pg/mL de canamicina e cultivadas a 37
°C por 16 h. As colonias obtidas foram inoculadas em 5 mL de meio LB com canamicina e
cultivadas a 37 °C, por 16 h. Os cultivos foram utilizados para extragdo de DNA plasmidial, e
os possiveis clones recombinantes foram analisados por eletroforese em gel de agarose 0,8%.
Para expressdo, a cepa utilizada foi E. coli BL21 (DE3) Star® (Invitrogen), transformadas
através de choque térmico. Ap0s, foi cultivado um pré-indculo em 10 mL de LB suplementado
com 100 pg/mL de canamicina. No dia seguinte, 9 mL de LB com a mesma concentragdo de
canamicina foi inoculado com 1 mL de pré-indculo. No final da fase logaritmica de crescimento
(D.O.600nm = 0,6 a2 0,8), a expressao das proteinas foi induzida pela adicao de 0,5 mM de IPTG.
A cultura foi incubada por 3 h a 37 °C sob agitacdo. A confirmacdo da expressao foi realizada
por SDS-PAGE 12% e Western blot. A clonagem foi bem-sucedida, assim como a expressao de
TeNT em E. coli BL21 (DE3) Star®. Através da técnica de eletroforese em SDS-PAGE e de
Western Blot, confirmou-se a expressao do fragmento da toxina tetanica. Foi possivel clonar e
expressar a por¢do C-terminal do dominio de ligacdo de TenT. Novos estudos serdo conduzidos
buscando otimizar a expressdo das proteinas avaliadas, bem como avaliar o potencial
imunoprotetor das proteinas como antigenos em experimento de vacina¢do em animais contra
o tétano, conforme preconizado pelo Ministério da Agricultura Pecudria e Abastecimento
(MAPA).
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