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RESUMO

Passos, H. M. Novas abordagens vacinais contra Streptococcus mutans. [Dissertacdo
(Mestrado em Microbiologia)]. Sao Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de Séo Paulo; 2017.

Streptococcus mutans é considerado o principal agente etioldgico da cérie dental
humana, uma doenca crbnica e de carater infeccioso. A doenca apresenta uma ampla
incidéncia e € considerada um importante problema de satde publica mundial. A adesdo
inicial de S. mutans a superficie dental é dependente da interacdo da proteina de
superficie P1 e a aglutinina salivar adsorvida ao dente. Sendo assim, a proteina P1 e
seus fragmentos sdo considerados importantes alvos em novas estratégias vacinais
contra a cérie dental. O presente trabalho teve como objetivo desenvolver e caracterizar
estratégias vacinais de mucosa contra S. mutans, em que empregamos como antigeno
modelo a proteina P1sg.51,, um fragmento N-terminal derivado da proteina P1. Para esse
fim, empregamos esporos nao recombinantes de Bacillus subtilis e um mutante atdxico
da toxina termo-labil (LTK63) de Escherichia coli enterotoxigéncia (ETEC) como
adjuvantes vacinais. A proteina Plsgs1, foi obtida por meio de sistema de expressdo
baseado em linhagem recombinante de B. subtilis. As formulagfes vacinais foram
baseadas na coadministracdo da proteina Plsg.51, com 0s esporos e/ou LTK63 pela via
sublingual. Os resultados obtidos demostraram as propriedades imunomoduladoras dos
dois adjuvantes sobre as respostas de anticorpos. No entanto, o adjuvante LTK63 foi
capaz de induzir maiores titulos de anticorpos antigeno-especificos e desencadear
respostas de mucosa com a inducdo de anticorpos IgA secretores (S-IgA) em amostras
de saliva. Além disso, a formulacdo com esse adjuvante induziu repostas de anticorpos
mais eficientes na capacidade de reconhecer a proteina P1 nativa, expressa na superficie
de linhagens de S. mutans. A estratégia utilizando os dois adjuvantes ndo foi capaz de
aumentar a magnitude das respostas de anticorpos sistémicos e de S-IgA quando
comparada a administracdo da Plsg.51 + LTK63. Em concluséo, os resultados abrem
perspectivas para o desenvolvimento de estratégias vacinais de mucosa direcionadas
para o controle da céarie dental baseadas na coadministracdo de antigenos de S. mutans
com o adjuvante LTK63.

Palavras-chave: Streptococcus mutans, cérie dental, vacinas, adjuvantes, imunizagdo
sublingual.



ABSTRACT

Passos, H. M. New vaccine approaches against Streptococcus mutans.[Masters thesis
(Microbiology)]. Sdo Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao
Paulo; 2017.

Streptococcus mutans is considered the major etiological agent of human dental caries,
a chronic and infectious disease. The disease has a broad incidence and is considered an
important worldwide public health problem. The initial adhesion of S. mutans to the
tooth surface depends on the interaction of the surface-exposed P1 protein and the
salivary agglutinin adsorbed to the tooth. Therefore, the P1 protein and fragments
derived from it are considered important targets in vaccine strategies to prevent dental
caries. The present work aimed to develop and characterize new mucosal vaccine
strategies against S. mutans, using as antigen model the protein Plsgs1, @ N-terminal
fragment derived from the P1 protein. For this purpose, we used non-recombinant
Bacillus subtilis spores and a non-toxic mutant of the enterotoxigenic Escherichia coli
(ETEC) heat-labile toxin (LTK63) as vaccine adjuvants. The Plsg.s;, protein was
obtained using a recombinant B. subtilis strain. Vaccine formulations were based on the
co-administration of the P1s9.51, protein with spores and/or LTK63 via sublingual route.
The results demonstrated that both adjuvants showed immunomodulatory properties on
antibody responses. However, the LTK63 adjuvant was capable to induce the highest
antigen-specific antibody titers and elicited mucosal responses with the induction of
secretory IgA (S-1gA) antibodies in saliva samples. In addition, the formulation using
this adjuvant induced enhanced responses mediated by effector antibodies capable to
recognize the native P1 protein expressed on the surface of S. mutans strains. The
combination of both adjuvants did not increase the magnitude of systemic antibody and
S-IgA responses when compared to the administration of Plsgs;, + LTKG63. In
conclusion, the results open perspectives for the development of vaccination strategies
for the control of dental caries based on the co-administration of S. mutans antigens and
LTK63.

Keywords: Streptococcus mutans, dental caries, vaccines, adjuvants, sublingual
immunization.
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1.1 S. mutans e carie dental

A cérie dental é uma das doengas orais mais comuns em humanos e de ampla
incidéncia mundial, afetando 60% a 90% de criancas em idade escolar e grande maioria
dos adultos, sendo considerada pela organizacdo Mundial de Saude (OMS) como um
importante problema de sadde pulblica (1-3). E uma doenca cronica, de carater
infeccioso, cujo processo reflete a atividade metabolica dos microrganismos do biofilme
dental, que ao fermentarem carboidratos da dieta alimentar do hospedeiro, em especial a
sacarose, produzem &cidos organicos que levam a desmineralizacdo dos tecidos
calcificados dos dentes (2,4).

O estabelecimento da cérie dental € depende de multiplos fatores, tais como a
microbiota oral cariogénica, a susceptibilidade do hospedeiro e a dieta alimentar, que
interagem ao longo do tempo para a progressdao da doenca (2). Dentre as espécies
presentes na placa dental, o S. mutans é a espécie mais prevalente e mais cariogénica,
devido a seus atributos de viruléncia que permitem sua sobrevivéncia e colonizagdo em
condi¢des ambientais criticas para a maioria das outras espécies (5).

S. mutans € um coco gram-positivo anaerdébio facultativo, imével, encontrado
em lesBes cariosas de superficie lisa (5-7). Além da colonizacdo no biofilme dental,
esse patdgeno é associado a doencas sistémicas graves, em particular, a endocardite
infecciosa (8). Essa espécie pertence aos estreptococos do grupo Mutans, que
compreende também outras bactérias colonizadoras da cavidade oral de mamiferos (9).
Os estreptococos deste grupo exibem padrGes bioquimicos distintos, e por isso, sdo
representados por diferentes espécies e tipos soroldgicos (sorotipos de a-k). As cepas
de S. mutans podem ser identificadas em quatro sorotipos (c, e, f e k), sendo o sorotipo ¢
0 mais prevalente dos isolados da cavidade oral de humanos (4,10,11).

A viruléncia de S. mutans esta diretamente relacionada a sua capacidade de
aderir e de se acumular na superficie dental (formar biofilme). Também é capaz de
metabolizar uma ampla variedade de carboidratos, produzir &cidos organicos,
(acidogenicidade) bem como sobreviver em ambientes de baixo pH (aciduricidade)
(12,13). O processo de adesdo de S. mutans a superficie dental envolve duas etapas que
podem ocorrer na presenca ou auséncia de carboidratos fermentaveis. O primeiro

estagio, sacarose-independente, ¢ mediado pela adesina bacteriana antigeno 1/11 (ou
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proteina P1) que interage com receptores presentes na pelicula dental. O segundo
estdgio, sacarose-dependente, € mediado pela atividade enzimatica das
glicosiltransferases (GTFs) e proteinas ligadoras de glucano (Gbps). Nesta fase, ocorre a
producdo de glucanos insoltveis, denominados polissacarideos extracelulares (PECs),
que sdo produzidos pelas GTFs a partir da sacarose proveniente da dieta do hospedeiro.
Os glucanos, por sua vez, em combinacdo com proteinas extracelulares associadas a
parede bacteriana, especificamente as Gbps, promovem a aderéncia e o acumulo de S.
mutans na superficie dental (14-16).

O consumo frequente de carboidratos fermentaveis, provoca uma acentuada
queda no pH da cavidade oral em decorréncia dos &cidos organicos produzidos, que
pode interferir no balango entre o processo de desmineralizacdo e remineralizacdo da
estrutura dental. Valores de pH inferiores a 5 sdo criticos para a desmineralizacdo do
esmalte dental (17). Nessas condicOes, a taxa de desmineralizacdo podera exceder a taxa
de remineralizacdo, fenbmeno este que, se ndo controlado pela capacidade tamponante
da saliva, resultara no desencadeamento de lesfes (cavitacfes) da superficie dental (18).

A acidificacdo da placa dental também pode influenciar a composicdo da
microflora oral, uma vez que pode inibir o crescimento de microrganismos comensais e
favorecer o crescimento de bactérias acidogénicas, como S. mutans (19). Essa toleréncia
a acidos ocorre principalmente porque o S. mutans apresenta uma bomba transportadora
de protons H* na sua membrana celular (20). Além disso, para sobreviver e multiplicar-
se nesse ambiente sujeito a inumeras flutuacdes, essa bactéria é capaz de adaptar-se a
condigdes adversas, adequando-se, por exemplo, a limitadas condi¢cdes de nutrientes,
mudancas de temperatura e elevada tenséo de oxigénio, pois apresentam mecanismos de
tolerancia ao estresse e vias metabolicas ativas em baixo pH, responsaveis pela
protecao, reparo e controle de suas macromoléculas (21).

Ao longo dos anos medidas preventivas foram adotadas para o controle da céarie
dental, como a remocdo mecéanica da placa, educacdo em salde bucal, utilizacdo de
produtos fluoretados, aplicacdo de selantes, e utilizacdo de produtos com menor teor de
acucar. Tais medidas apresentaram impacto positivo na redu¢do no nimero de casos, no
entanto barreiras econdmicas, comportamentais ou culturais contribuem para a natureza
epidémica dessa doenca a nivel global. Assim o desenvolvimento de uma vacina eficaz
é particularmente adequado para planos de satde publica especialmente em ambientes

onde ndo sejam prestados regularmente os cuidados de satde oral (1,2).
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1.2 Imunidade contra a carie dental e o desenvolvimento de vacinas

Acredita-se que o mecanismo imunoldgico relacionado a imunidade protetora
contra a carie dental seja dependente das respostas dos anticorpos salivares,
especificamente a S-1gA, e dos anticorpos 1gG sistémicos que alcancam a saliva a partir
do fluido crevicular gengival (22). Estudos realizados ao longo de varias décadas
demonstraram a viabilidade de induzir imunidade protetora contra a carie em modelos
animais, onde a imunizacdo ativa empregando diferentes antigenos de S. mutans
induziram respostas de anticorpos especificos na cavidade oral e/ou resposta de
anticorpos sistémicos (23). O mecanismo de acdo mediado por anticorpos especificos
envolvem a interacdo destes com os receptores de superficie da bactéria, inibindo a
adesdo e subsequente colonizagdo, ou ainda, podem interagir com os dominios
cataliticos de enzimas como as glicosiltrasferases que estdo envolvidas na formagéo da
placa dental. Além disso, componentes do fluido crevicular gengival, que compreendem
anticorpos e componentes celulares, também podem atuar na superficie dos dentes
(2,22).

O conceito de imunizacdo contra a carie dental existe aproximadamente desde a
descoberta da doenca. No entanto, até 0 momento ndo ha uma vacina disponivel no
mercado, e um dos fatores para isto se deve a capacidade limitada das formulacGes
vacinais testadas até hoje em induzir e manter anticorpos protetores nos fluidos da
cavidade oral (23-25). As estratégias inicialmente desenvolvidas para o controle da
carie dental foram baseadas na administracdo de células inteiras de S. mutans como um
possivel candidato vacinal, por via intravenosa ou subcutanea, utilizando modelos
animais experimentais (primatas ndo humanos e roedores) (2). Os resultados foram
promissores em reduzir a colonizacdo oral pelo patdgeno, entretanto, estudos posteriores
demonstraram que essa abordagem poderia gerar anticorpos com reatividade cruzada
com as fibras cardiacas de coelhos e humanos. Consequentemente 0 interesse por essa
abordagem diminuiu e as estratégias vacinais passaram a ser direcionadas para
diferentes antigenos do patdgeno (23,26,27). O S. mutans apresenta varios antigenos em
sua superficie, incluindo os polissacarideos antigénicos, as glicosiltransferases, as
proteinas de ligagcdo ao glucano, o antigeno 111, o antigeno A, o antigeno B (antigeno I/11
ou proteina P1) e os antigenos C e D. Essas estruturas de superficie foram vistas como
possiveis candidatos vacinais, principalmente, por estarem associados com a interacdo

do patogeno ao hospedeiro (22).
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Poucos ensaios clinicos foram realizados para testar a eficidcia da imunidade
ativa contra a carie dental em seres humanos (22). Um dos estudos realizado em um
grupo de 5 voluntarios demonstrou que a ingestdo de capsulas gelatinosas contendo
células de S. mutans inativadas foi capaz de induzir a producéo de anticorpos IgA na
saliva, leite e lagrimas, os quais foram reativos tanto para a enzima glicosiltransferase
quanto para a proteina P1. Além disso, foi observado que a concentracdo aumentada dos
anticorpos IgA na saliva correlacionou-se com a reducdo do nimero de S. mutans na
placa dental e na saliva, sugerindo que a presenca desses anticorpos na saliva seriam 0s
responsaveis pela reducdo da adesdo do patdgeno. A imunizacdo oral ndo levou ao
desenvolvimento de respostas de anticorpos 1gG séricos, minimizando o risco de
reatividade cruzada com tecidos do hospedeiro (28).

Abordagens empregando a imunizacdo passiva também foram testadas em
animais e em seres humanos. Nessa abordagem, anticorpos monoclonais pré-formados,
direcionados contra antigenos de S. mutans sdao administrados por aplicacdo tdpica ou
fornecidos na dieta. Os resultados demostram que tais estratégias também sdo capazes
de interferir com a colonizacdo da bactéria na cavidade oral (29-32). No entanto, a
efetividade desse tratamento foi limitada e dependente de inimeras aplicagcdes, uma vez
que, ndo havendo resposta ativa desenvolvida pelo hospedeiro, ndo ha indugdo de
memoria imunolégica. Além disso, 0s anticorpos administrados podem permanecer na
boca somente por algumas horas ou mesmo alguns dias na placa dental (1,2). Desta
forma, a busca por estratégias de imunizacdo ativa que sejam eficazes para o controle da

carie dental em humanos é extremamente necessaria.

1.3 Proteina P1 de S. mutans como candidato vacinal

O antigeno P1 de S. mutans, também referido como antigeno I/1l, PAc, ou
antigeno B, € uma proteina de superficie celular responsavel pela adesdo da bactéria a
pelicula dental (4,8,33). Estudos moleculares demostraram que a familia de adesinas I/11
é altamente conservada entre os sorotipos de S. mutans e compartilham homologia com
proteinas de superficie de outros estreptococos orais, além de algumas especies néo-
orais como S. agalactiae e S. pyogenes (34).

A proteina P1 de S. mutans possui 185 kDa e apresenta uma estrutura complexa
composta por multiplas regides conservadas, cuja sequéncia primaria consiste em seis

regides distintas (Figura 1), que incluem: i) um peptideo sinal, ii) uma sequéncia de
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repeticdo rica em alanina na porcdo N-terminal (regido A), iii) uma série de repeticbes
rica em prolina (regido P), iv) uma regido variavel entre as regides A e P, referida como
regido V, v) um dominio transmembranico, e vi) um motivo LPXTG, que permite a
ancoragem da proteina a parede celular bacteriana (35,36). Os estudos de cristalografia
demostraram que essa proteina apresenta uma estrutura fibrilar alongada de
aproximadamente 50 nm, onde a regides A e P estdo entrelagadas e dispostas em forma
helicoidal, enquanto a regido V se dobra formando uma estrutura globular (36,37).

Regiio de
= ancoramento Regiio
Peptideo Sinal Regido-A Regido -V Regido -P (aa: 1486-1561) citoplasmitica
(aa: 1-38) (aa: 186-464) (aa: 679-823)  (aa: 840-963) (aa: 1562-1566)

g
c,%;‘
,‘-.;;.' Regiao
> }4' C -Terminal
Cs
, LPXTG

Figura 1 - Representacdo esquematica do antigeno P1 de S. mutans. A - Representacdo da sequéncia
priméria da proteina P1, incluindo os seus dominios estruturais com os correspondentes nimeros de
residuos de aminoacidos. B - Modelo da estrutura terciaria da proteina P1 demonstrando sua estrutura
fibrilar alongada de aproximadamente 50 nm e a localizacdo dos sitios de ligagdo a SAG indicados na
regido N-terminal que compreende a regido A;VP; e a porcdo C-terminal entre as regides C;-C,.

Figura modificada de Robinette, 2014 e Larson, 2011.

A interacdo da proteina P1 com glicoproteinas salivares, especificamente a
aglutinina salivar (SAG) permite a adesdo de S. mutans a pelicula dental. O componente
principal da SAG é uma glicoproteina altamente glicosilada de 340 kDa (gp340)
conhecida como receptor de varredura da imunidade inata. A gp340 pode interagir com
a P1 sob duas formas: i) em fase fluida agrega células de S. mutans, o que resulta na
eliminacdo da bactéria da cavidade oral, ii) quando adsorvida a pelicula dental permite a
aderéncia do S. mutans ao dente e, consequentemente, 0 seu estabelecimento no
biofilme dental (38). Dentro das regifes da proteina P1 existem dois sitios de ligacdo a
SAG, sendo um sitio localizado na porcéo C-terminal, entre a regido C;-C,, e outro sitio

localizado na porgdo N-terminal que compreende a regido AsVP; ( figura 1 B) (36).
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Evidéncias in vitro e in vivo indicam que anticorpos especificos contra a proteina
P1 podem bloquear a adeséo e, consequentemente, a colonizagéo da cavidade oral por S.
mutans (39). Estudos recentes tém demonstrado que, além da proteina P1 inteira,
fragmentos derivados da proteina nativa, principalmente para seus dominios funcionais,
sdo potenciais alvos em estratégias vacinais para o controle da céarie dental (2,40).
Dentre os fragmentos da P1, destacamos a regido A ou SBR (Saliva-Binding Region)
como uma importante regido antigénica. Esse segmento apresenta epitopos tanto para as
células B quanto células T e diferentes estratégias empregando a SBR, ou peptideos
sintéticos derivados dessa sequéncia, quando administrados por via parenteral ou por
vias de mucosa, sdo capazes de gerar repostas de anticorpos que podem interferir com o
primeiro estagio de adesdo do S. mutans a superficie dental (41).

Trabalhos prévios de nosso grupo demonstraram que um fragmento derivado da
proteina P1 de S. mutans, denominado Plsg.512, que compreende trés grandes dominios
funcionais da proteina P1: a regido pré-A, a regido A ou SBR e um pequeno fragmento
da regido V (49 aminoacidos), produzido e purificado a partir de linhagem
recombinante de B. subtilis, apresenta caracteristicas favoraveis para o seu uso em
formulagBes vacinais contra S. mutans, como a presenca de epitopos lineares e
conformacionais reconhecidos por anticorpos anti-P1 e imunogenicidade elevada (41).
Além disso, foi demonstrado que o uso da proteina P;39.51, cOMo antigeno vacinal em
estratégias por via parenteral e de mucosa estimulou respostas de anticorpos com
capacidade para bloquear a adesdo de S. mutans a superficie abidtica, assim como
neutralizar a adesdo e colonizacdo bacteriana a superficie dental de camundongos,
demonstrando o potencial desse fragmento em estratégias vacinais contra a carie dental
humana (42,43).

1.4 Administracéo de vacinas por via de mucosa

A inducdo de uma resposta imunolégica eficaz contra um determinado patégeno
depende ndo somente da escolha de um antigeno promissor, mas também da via de
administracdo utilizada. Um grande numero de estudos tem demonstrado que a
vacinacdo por via de mucosa pode estimular de forma eficiente respostas imunolégicas
na mucosa local, imunidade sisttmica, bem como respostas de linfocitos T citotdxicos
(CTL) contra uma variedade de agentes infeciosos (44,45). Tendo em vista que a

protecdo contra a cérie dental esta associada a resposta de anticorpos na cavidade oral, a
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inducdo de imunidade protetora nesse sitio representa uma estratégia promissora para o
desenvolvimento de vacinas contra a cérie dental.

Muitos investigadores mostraram que a exposi¢do de um antigeno a um tecido
linfoide associado a mucosa (MALT) pode dar origem a respostas imunologicas nao s
no local de indugdo, como também nas localizagdes adjacentes e em secrecdes de
mucosa distantes do sitio inicial do estimulo, devido a existéncia de um sistema comum
de mucosa (SICM), que consiste em sitios indutores e efetores de resposta imune e de
vias de migracdo circulatoria celular comum (23,44). A imunizacdo em sitios indutivos
de mucosa com antigenos de S. mutans, incluindo tecidos associados ao intestino ou
nasofaringe, resulta na migracdo de células B produtoras de anticorpos IgA antigeno-
especificos para 6rgdos efetores, como as glandulas salivares. Em seguida, essas células
passam por processos de diferenciacdo, maturacao e secretam anticorpos IgA na lamina
prépria, que ao atravessarem os ductos do tecido efetor alcancam a saliva (46). Dentre
as rotas mais exploradas para a imunizacdo de mucosa encontram-se a via oral, a
intranasal e, mais recentemente, a via sublingual (47-50).

Por muitos anos, a via sublingual foi utilizada na imunoterapia para tratamento
de hipersensibilidade alérgica e alguns produtos sublinguais para este fim ja foram
aprovados e estdo disponiveis comercialmente incluindo, o SLITone®, Sublivac®,
Grazax®, Oralair® e AllerSlit®forte (51). A mucosa sublingual é constituida por um
tecido epitelial ndo queratinizado, o0 que torna esse sitio mais permeavel e adequado
para entrega de medicamentos de baixo peso molecular e peptideos imunogénicos.
Além disso, é uma area bastante vascularizada com grande éarea superficial para
absorcdo de antigenos e de fécil acesso para autoadministracdo (51,52). Apresenta em
sua extensdo células imunocompetentes, principalmente células dendriticas (DCs), que
podem processar rapidamente o antigeno e desencadear respostas imunes antigeno-
especificas no sitio da mucosa, bem como induzir respostas imunolégicas sistémicas
(53).

Diversos estudos documentaram a eficacia da imunizacao sublingual na indugéo
de respostas de anticorpos sistémicos e nos sitios de mucosa utilizando diferentes
modelos experimentais e uma variedade de antigenos (54-57). Contudo, antigenos
solGveis quando administrados por via de mucosa sdo fracamente imunogénicos e por
isso sistemas de entrega ou adjuvantes eficientes sdo necessarios para compor a
formulacdo vacinal. Tais sistemas sdo importantes para proteger o antigeno da

degradacdo enzimatica, direcionar o antigeno para sitios indutores da mucosa, estimular
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adequadamente a reposta imune inata por meio da ativacdo de células dendriticas,
macrdfagos e células epiteliais, bem como induzir resposta imune adaptativa com a
geracgdo de células efetoras e de memoria (58).

Considerando as informacdes descritas acima e o sitio de infeccdo de S. mutans,
a via sublingual se mostra promissora para o desenvolvimento de estratégias vacinais
contra a cérie dental. Um trabalho publicado em 2016 por nosso grupo de pesquisa,
demostrou que a imunizagdo sublingual de camundongos BALB/c utilizando como
antigeno modelo uma proteina captadora de fosfato do sistema ABC de S. mutans, a
proteina PstS em combinacéo ou ndo com a enterotoxina mutante LTK4R, foi capaz de
estimular a producdo de anticorpos sistémicos e também ativar células secretoras de IgA
no baco e linfonodos cervicais. Além disso, foi observado que os anticorpos gerados
apos o regime vacinal adotado foram eficientes em interferir na capacidade de

colonizacdo oral por S. mutans (59).

1.5 Adjuvantes

A palavra adjuvante deriva do latim “adjuvare” e significa “aquele que fornece
ajuda”, sendo, portanto, qualquer composto capaz de aumentar a imunogenicidade de
antigenos coadministrados e induzir protecdo contra infeccdes (60).

Os adjuvantes podem ser classificados de acordo com suas propriedades fisico-
quimicas, origem e mecanismos de acdo. De acordo com o0 mecanismo de acdo, esses
compostos podem ser divididos em imunopotencializadores ou sistemas de entrega. Os
adjuvantes do primeiro grupo ativam diretamente as células do sistema imunoldgico e
dentre eles podemos citar exotoxinas bacterianas, citocinas, saponinas e ligantes para
receptores do tipo Toll (TLR - Toll-like receptor). J& os adjuvantes do segundo grupo
podem funcionar como transportadores, direcionando 0 antigeno e/ou
imunopotencializador para alvos especificos do sistema imunoldgico como, por
exemplo, células apresentadoras de antigenos (APCs). Dentro dessa segunda categoria
podemos citar os lipossomas, 0s sais de aluminio, os agentes sulfactantes, as emulsdes e
as microparticulas sintéticas (61-63).

A agdo dos adjuvantes sobre as respostas de defesa do hospedeiro estdo
relacionadas a varios mecanismos que incluem: a inducdo de resposta inflamatdria no
sitio da inoculacéo pela ativacdo de células do sistema imunoldgico inato, aumento da

captacdo do antigeno por células imunocompetentes, ativacdo e maturacdo das APCs,
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inducdo de respostas de longa duracdo (memoria imunoldgica), inducdo de resposta
imunolégica em superficies de mucosa e modulacdo do perfil de resposta (Thl, Th2,
etc) (64,65).

Independente do mecanismo de acéo, os resultados praticos do uso de adjuvantes
nas formulacGes vacinais podem ser observados por varios aspectos. Além de aumentar
a imunogenicidade intrinseca de antigenos alvos, os adjuvantes podem reduzir a
quantidade de antigeno contido nas doses individuais da vacina, reduzir o namero de
imunizacbes necessarias para induzir protecdo, aumentar o titulo funcional de
anticorpos, induzir respostas imunes mais rapidas e duradouras ou ainda, melhorar as
respostas imunes em populagBes onde as respostas as vacinas sao geralmente reduzidas,
como criangas, idosos e imunocomprometidos (60).

Embora efetivos adjuvantes vacinais ja tenham sido identificados, poucos
adjuvantes estdo aprovados para uso em seres humanos. O numero reduzido de
adjuvantes licenciados deve-se, principalmente, a questdo da seguranca envolvendo
efeitos secundarios e toxidade dos compostos testados (60,62,66). Vale ressaltar que o0s
adjuvantes aprovados nao contemplam as necessidades de muitas formulacGes vacinais
em desenvolvimento. Os sais de aluminio (Alamen), por exemplo, um dos adjuvantes
mais comumente aplicados em vacinas para humanos, teve sucesso em estratégias
vacinais contra agentes patogénicos onde as respostas de anticorpos neutralizantes
constituem o principal mecanismo de protecdo. Contudo, foi demonstrado que o
Alumen exerce pouco efeito sobre as respostas de células T do tipo Thl ou citotoxicas,
que sdo importantes para o desenvolvimento de vacinas contra patégenos intracelulares.
Além disso, esse adjuvante mostrou ser um pobre indutor de imunidade nas superficies
de mucosa (67,68).

A pesquisa por novos adjuvantes que sejam seguros e adequados para 0
desenvolvimento de vacinas de mucosa representa uma grande area em expansao na
pesquisa médica. Uma abordagem interessante, empregada nos ultimos anos, visando a
otimizacdo da resposta imunoldgica gerada pela imunizacao ativa, contempla o uso de
adjuvantes contendo mais de uma molécula imunoestimuladora, formando os chamados
sistemas adjuvantes. A finalidade dessa estratégia é desencadear a ativacao de diferentes
rotas de sinalizacdo dento do sistema imunoldgico para alcancar a resposta imune
desejada por meio da acéo sinergica ou do efeito aditivo da combinagdo dos compostos
(69-72). Varios adjuvantes, e combinacdo destes, vém sendo testados em ensaios

clinicos, e muitos estdo sendo considerados bons candidatos para compor as
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formulacGes vacinais em diferentes sistemas (69,73). Dentre as moléculas estudadas
quanto ao potencial adjuvante para utilizagdo por vias de mucosa, destacamos as
enterotoxinas e os esporos de Bacillus subtilis.

1.6 Enterotoxinas bacterianas como adjuvantes vacinais

Algumas toxinas bacterianas, além de desempenhar um papel importante na
patogenicidade, também apresentam caracteristicas adjuvantes, como a toxina colérica
(CT) produzida por Vibrio cholerae e a toxina termo-labil (LT) de Escherichia coli
enterotoxigénica (ETEC) (74). Ambas as toxinas sdo potentes adjuvantes de mucosa
quando coadministrados com antigenos sollveis (75). A LT, expressa por linhagens de
ETECs isoladas de seres humanos e outros animais, apresenta um elevado grau de
homologia com CT (cerca de 80% de identidade) em suas estruturas proteicas primarias
e ambas sdo constituidas de subunidades AB5. A subunidade A enzimaticamente ativa
(atividade ADP-ribosilase) com massa molecular de 28 kDa é responsavel pela
toxidade, enquanto que a subunidade B composta por 5 polipeptideos idénticos (11,5
kDa cada monoméro) é responsavel pela ligacdo da toxina a receptores presentes nas
superficies das células hospedeiras, principalmente gangliosideos do tipo GM1 (Figura
2) (74,76,77).

Subunidade

Subunidade

Figura 2 - Representacdo esquematica da organizagdo estrutural da LT de ETEC. A subunidade A esté
representada em amarelo e é formada por uma porcdo Al em forma globular e A2 em alfa hélice. A
subunidade B composta por cinco anéis estdo representadas individualmente em vermelho, branco, rosa,

verde e azul (estrutura pentamérica). O sitio ativo da subunidade A é destacado por um asterisco.
Figura adaptada de Deanakker, 1996.

Diversos estudos relatam as propriedades imunoestimuladoras de CT e LT sobre
as células do sistema imune. A LT é capaz de induzir uma potente reposta imunoldgica
humoral e celular quando administradas por diferentes vias de imunizacdo (parenteral,

transcutanea e de mucosa). O mecanismo responsavel pela atividade adjuvante dessa
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toxina ndo esta completamente esclarecido, entretanto, sabe-se que a administracdo da
toxina induz os seguintes efeitos: promove a diferenciacdo dos isotipos de células B
levando a producdo de respostas de anticorpos 1gG sérico e IgA secretado na mucosa,
possui efeitos inibitorios e/ou estimuladores na proliferacdo de linfocitos T CD4" e T
CD8" e na producéo de citocinas pro-inflamatorias e de perfis Th1/Th2/Th17, além de
aumentar a capacidade de apresentacdo de antigenos por varios tipos de APCs (78,79).
Apesar do grande potencial dessas enterotoxinas como adjuvantes, questdes
relacionadas a seguranca, especificamente efeitos toxicos que podem ser observados até
mesmo quando pequenas doses sdao administradas, tornaram o seu uso limitado em
vacinas (58,69). Por isso, diferentes grupos de pesquisa dedicaram-se & obtencdo de
derivados atéxicos ou atenuados de LT e CT, que preservassem suas propriedades
adjuvantes, pelo menos parcialmente. Uma estratégia comum para o desenvolvimento
de mutantes atoxicos foi a selecdo de mutacdes nos residuos relacionadas a atividade de
ADP-ribosilagdo (74,81). A LTK63 é um desses mutantes atoxicos que apresenta uma
substituicdo de uma serina por uma lisina na posi¢do 63 da subunidade A. A LTK63,
juntamente com outros variantes, foi testada com sucesso como adjuvante de mucosa
utilizando uma variedade de antigenos bacterianos, virais e peptideos sintéticos, e foi
capaz de conferir protegdo em modelos experimentais apropriados (74,82). No contexto
de estratégias vacinais para a cérie, as enterotoxinas CT e LT bem como seus variantes
foram utilizados em fusdo ou associagdo com antigenos de S. mutans. Os estudos
realizados utilizaram principalmente a proteina P1 ou o fragmento SBR. As respostas
avaliadas demostraram que o uso dessas toxinas foi capaz de induzir tanto respostas
sistémicas quanto de mucosa, além disso, respostas de memoria antigeno-especificas

também foram encontradas (83-85).

1.7 Esporos de B. subtilis como adjuvante vacinal

O conhecimento sobre a genética e fisiologia de B. subtilis torna essa espécie
atrativa para sua utilizacdo em diferentes abordagens vacinais (86,87). B. subtilis € um
bacilo gram-positivo formador de esporos, presente de forma ubiqua na natureza. E uma
espécie ndo patogénica, utilizada como probidtico, principalmente em algumas regides
da Asia e Europa. Os esporos sdo estruturas metabolicamente quiescentes,
extremamente resistentes, que podem permanecer viaveis durante periodos de tempo

prolongado em condic¢Ges adversas, tais como a exposi¢do frente a produtos quimicos
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toxicos, radiacdo ultravioleta, falta de nutrientes, desidratacdo e temperaturas elevadas
(88,89).

Inicialmente, as linhagens de B. subtilis foram utilizadas para a expressédo de
antigenos vacinais (90). Devido a suas caracteristicas fisicas e biologicas, tais como
estabilidade térmica e seguranca para administragdo em humanos e animais, 0S esporos
dessa espécie passaram a ser empregados também em abordagens que incluem a sua
utilizacdo como vetores de entrega de antigenos e adjuvantes vacinais (86,91,92). Como
veiculo vacinal, os esporos podem ser modificados geneticamente para expressar
antigenos heterélogos logo apds a sua germinacdo ou apresentar 0s antigenos em sua
superficie, onde o antigeno alvo é fusionado a proteinas de revestimento da capa do
esporo como a COtB, COtC ou COtG (93). Em uma segunda abordagem, uma
alternativa para o uso de esporos ndo-recombinantes, 0 antigeno de interesse é
adsorvido na capa dos esporos por meio das interacdes hidrofobicas e eletrostaticas, ou
simplesmente o antigeno é misturado e coadministrado aos esporos purificados (94,95).
Esporos vivos ou inativados podem ser usados para esses propositos e, de forma
semelhante, mostram-se eficientes em modular as respostas imunologicas especificas
para o antigeno, induzindo respostas especificas de IgA secretor e 1gG sistémico apds
administragdo por vias de mucosa (94).

Modelos experimentais in vitro ou in vivo demonstram que 0s esporos de B.
subtilis sdo capazes de interagir com macrofagos e também promover a maturacao de
DCs (91,92). Alguns estudos evidenciam que a atividade adjuvante dos esporos de B.
subtilis esta relacionada com a interacdo destes com DCs por meio de receptores do tipo
Toll, especificamente 0 TLR2 (95,96). Os membros da familia de TLR s&o expressos
por células do sistema imunoldgico responsaveis pelo reconhecimento de padrbes
moleculares associados aos patdgenos (PAMPsS) (97). Uma vez ativadas, as DCs
aumentam a expressdo de diversas moléculas, tais como moléculas co-estimuladoras,
assim como a secre¢do de quimiocinas e citocinas pro-inflamatérias (98). Estudos
realizados em modelo murino indicam que o0s esporos podem modular respostas
antigeno-especificas com um perfil Thl/Th2 balanceado ou induzir respostas
preferencialmente Thl (86,91,99).

Barnes e colaboradores (99) demonstraram que, em camundongos, a
coadministracdo de esporos com antigenos solUveis por via intranasal ou subcutanea foi
capaz de estimular tanto respostas imunol6gicas humorais quanto respostas celulares

antigeno-especificas. A coadministracdo dos esporos foi capaz de aumentar de modo
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significativo os niveis de 1gG1 e 1gG2a, bem como o niimero de células TCD4" e CD8"
produtoras de IFN-y. Além disso, os autores observaram que essa estratégia foi eficiente
em induzir reposta de anticorpos IgA secretoras. Outro trabalho realizado por nosso
grupo, empregando a proteina p24 do capsideo viral do HIV (Human Immunodeficiency
Virus) como antigeno modelo, demonstrou que a coadministragdo de esporos de B.
subtilis por via parenteral apresentou um efeito adjuvante significativamente maior do
que o efeito observado apds a adsorcdo da proteina na capa dos esporos (87). Além
disso, a administracdo de esporos promoveu a ativacdo de APCs e aumentou a secre¢do
de citocinas pré-inflamatorias (95).

Em uma estratégia vacinal contra S. mutans, os esporos de B. subtilis foram
utilizados como veiculo de entrega de mucosa para 0 antigeno Plsgs;; e foram
administrados por via oral, intranasal e sublingual. Nessa estratégia foram empregados
esporos modificados geneticamente para expressar o antigeno alvo e também adesinas
bacterinas a fim de aumentar a imunogenicidade e direcionar o antigeno alvo para as
células do sistema imune de mucosa. Os resultados demonstram que 0S esporos
adesivos induziram respostas de anticorpos com capacidade de bloquear a adeséo in
vitro de S. mutans a SAG imobilizada (42). Ainda nao existem na literatura estudos de
formulagGes vacinais contra o S. mutans empregando esporos nao recombinantes de B.
subtilis associados ou ndo a toxina mutante LTK63 como adjuvante vacinal. Deste
modo, a realizacdo do presente projeto teve por objetivo avaliar a acdo adjuvante de
esporos ndo recombinantes de B. subtilis e da toxina LTK63 como alternativa para
vacinas contra o S. mutans baseadas na proteina recombinante Plsg.51, administradas

pela via sublingual.



2 OBJETIVO
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2.1 Objetivo geral

O presente projeto de mestrado teve como objetivo principal desenvolver e
caracterizar estratégias vacinais de mucosa contra S. mutans, empregando esporos ndo
recombinantes de B. subtilis e a toxina mutante LTK63 de ETEC como adjuvantes
vacinais. Neste sentido, foram realizados ensaios de imunizagédo pela via sublingual em
camundongos BALB/c utilizando como antigeno modelo o fragmento P1sg.51, derivado

do principal antigeno de superficie do S. mutans.

2.2 Objetivos especificos

I.  Expressar e purificar a proteina recombinante Plsgss;; deS. mutans e a
enterotoxina mutante LTK63 a partir de sistemas de expressdao baseados em
linhagens de B. subtilis e E. coli, respectivamente.

Il.  Obtencdo de esporos purificados de B. subtilis da linhagem selvagem 1012.

I1l.  Caracterizar as respostas imunolégicas induzidas pelas formulagdes vacinais
administradas pela via sublingual, empregando a proteina administrada de forma

individual ou combinada aos adjuvantes.

IV.  Verificar a funcionalidade dos anticorpos gerados ap6s o regime vacinal frente
ao reconhecimento da proteina P1 nativa expressa na superficie de diferentes

sorotipos de S. mutans.



3 MATERIAL E METODOS
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3.1 Linhagens bacterianas e condi¢des de crescimento

Linhagens de B. subtilis e E. coli foram utilizadas para a expressao das proteinas
recombinantes Plsgs1, € LTK63, respectivamente. Essas linhagens foram construidas
previamente em nosso laboratorio e utilizadas neste trabalho.

A linhagem de B. subtilis denominada LDV701, capaz de expressar a proteina
Plsg.512, foi cultivada em meio Luria-Bertani (LB) contendo cloranfenicol (30 ug/mL) a
37 °C sob agitacdo constante (200 rpm). A linhagem trasformada de E. coli BL21 DE03
pLys, capaz de expressar a proteina LTK63, foi cultivada em meio Terrific Broth (TB)
contendo ampicilina (100 mg/mL) e mantida sob as mesmas condic¢des descritas acima.

Para a obtencéo de esporos purificados utilizamos a linhagem de B. subtilis 1012
cultivada inicialmente em meio LB e posteriormente transferida para meio F (meio
Foerster modificado) composto por 1% de glicose, 0,1% L-glutamato, 0,05% extrato de
levedura, 0,5% KH,PQO,4, 0,1 (NH4)3 PO4, 0,02% MgSO4 0,01% NaCl, 0,005% CaCl,,
0,0007%, MnS0O,0,001% ZnSO,4 0,001% FeSO,,

3.2 Expressao e purificacdo das proteinas recombinantes

3.2.1 Expressao e purificacdo da proteina recombinante Plsg.s:,

A expressdo, e subsequente purificacdo, da proteina recombinante Plzgsio,
utilizando a linhagem de B. subtilis LDV701, foi realizada de acordo com Tavares e
colaboradores (41). Uma aliquota-estoque dessa linhagem foi inoculada em meio Luria-
Bertani (LB) contendo cloranfenicol (30 ug/mL) e incubada a 37 °C sob agitagdo (200
rpm) em agitador orbital por 18 horas. Essa cultura foi utilizada como inéculo com
diluicdo inicial de 1:50 para 3 litros de meio LB contendo cloranfenicol (15 pg/mL),
incubada a 37 °C sob agitacdo constante até atingir DOgoonm = 0,6-0,8. Nessa etapa,
acrescentou-se a cultura o indutor Isopropyl PB-D-1-thiogalactopyranoside - IPTG
(Sigma) na concentracdo final de ImM. As culturas foram mantidas sob as condi¢Oes
descritas anteriormente por mais 4 horas e centrifugadas por 10 minutos a 8.000 rpm.
As células sedimentadas foram ressuspensas em 300 mL de tampao A (100 mM Tris—
HCI, 500 mM NaCl, pH 7,5) e lisozima (50 ug/mL), seguido de incubacdo em gelo por
1 hora. ApoOs esse periodo, foi adicionado dodecil sulfato de sédio (SDS) na

concentracéo final de 0,1% e PMSF 1mM (fenilmetanosulfonilfluorido). Em seguida,
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foi realizada a lise celular por homogeneizacdo em alta pressao (600 psi por 15 minutos)
em homogeneizador modelo APLAB-10 (ARTEPECAS, Brasil). O lisado resultante foi
centrifugado (10.000 rpm por 1 hora a 4 °C), sendo a fragdo soltvel (sobrenadante)
separada e filtrada com membrana com poros 0,22 um. A proteina Plsgsi, foi
purificada por cromatografia de afinidade ao niquel em coluna His Trap HP 5 mL (GE,
healthcare). O processo de purificacdo automatizado foi realizado em aparelhno AKTA —
FPLC (Amersham Pharmacia Biotech). Inicialmente, a coluna foi equilibrada com 5
volumes de coluna de tampdo A em um fluxo de 1,0 mL/minuto. Em seguida, o extrato
soltvel da linhagem LDV701 foi aplicado a coluna juntamente com 50 mM de
Imidazol. Apos a aplicacdo da amostra, a coluna foi lavada com 10 volumes de coluna
de tampdo A, e iniciou-se a eluicdo das proteinas adsorvidas a coluna utilizando um
gradiente de Imidazol de 100 mM, 500 mM e 1M. Amostras das fracbes eluidas
correspondentes ao pico obtido no cromatograma foram desnaturadas a 100 °C por 5
minutos, e aplicadas em gel de poliacrilamida 12,5%. As amostras correspondentes ao
pico que apresentavam a proteina Plsg.s;, foram reunidas, transferidas para membrana
de dialise (ThermoScientific, #88244) e dialisadas por um periodo de 6 horas em
tampdo A para retirada de Imidazol. A proteina foi quantificada por meio de
comparagdo com bandas de massas pré-estabelecida da proteina soro albumina bovina
(BSA) utilizada como padrdo. A determinagdo da concentracdo foi obtida com o auxilio

do software ImageLab (versdo 4.1).

3.2.3 Expressao e purificacdo da proteina LTK63

A expressdo e purificacdo da proteina recombinante LTK63, utilizando a
linhagem de E. coli BL21 DEO3 pLys foram realizadas de acordo com Rodrigues e
colaboradores (100). Uma aliquota-estoque foi inoculada em caldo Terrific Broth (TB)
contendo ampicilina (100 pug/mL), e incubada a 37 °C sob agitacdo de 230 rpm em
agitador orbital por aproximadamente 18 horas. O in6culo foi preparado a partir dessa
cultura, com diluicdo inicial de 1:100 para 3 L de meio TB distribuidos em 4
erlenmeyers. As culturas foram incubadas a 37 °C sob agitacdo de 200 rpm por
aproximadamente 22 horas. Apés esse periodo de incubacdo, a culturas foram
centrifugadas a 10.000 g por 30 minutos a 4 °C, e resuspensas em 400 mL de tampé&o
TEAN sem sal ( Tris-HCI 0,5 M, EDTA 0,01 M, NaN3 0,03 M, NaCl 2,0 M, pH 7,4) e

submetidas a lise celular sob alta pressdo (600 psi) por 2 minutos. O lisado obtido foi
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centrifugado (10.000 x g por 1 hora 4 °C) e o sobrenadante filtrado em membrana de
0,22 um (Millipore).

A proteina LTK63 foi purificada por cromatografia de afinidade em resina
Galactose-gel (Pierce, Immobilized D-Galactose Gel). O processo de purificacdo
automatizado foi realizado em aparelho AKTA — FPLC (Pharmacia). O extrato soltvel
(500 mL) foi aplicado a coluna pré-equilibrada com 5 volumes de coluna (vc) de
tamp&o TEAN com sal (Tris-HCI 0,5 M, EDTA 0,01 M, NaN3 0,03 M, NaCl 2,0 M, pH
7,4) em um fluxo de 0,4 mL/minuto. Em seguida, a coluna foi lavada com 5 vc de
tampdo TEAN com sal para remocdo de moléculas ndo aderidas. A eluicdo das
proteinas adsorvidas & coluna foi iniciada apds injecdo de 100 % de TEAN com sal
acrescido de 0,3 M de D-galactose. A coluna foi regenerada com 5 vc de solugéo
contendo ureia 6 M e 5 vc de agua ultrapura. A fracdo contendo a proteina de interesse
foi dialisada e concentrada em filtros Amicon Ultra-15 30.000 MWCO (Millipore) em
tampdo TEAN com sal para a retirada do eluente D-galactose. A caracterizagdo da
proteina quanto & pureza foi avaliada em gel de poliacrilamida a 15 %, e a concentracdo
medida pela absorbancia em espectrofotdémetro (Gene Quant spectrophotomer GE

Amershan Biosciences) conforme descrito anteriormente (101).

3.3 Ensaios de Western blotting e Imunodetec¢do

Para realizacdo dos ensaios de Western blotting as amostras proteicas foram
submetidas a eletroforese em gel poliacrilamida (12,5 % para a proteina P13g.512 € 15 %
para a proteina LTK63) e transferidas para membrana de nitrocelulose (GE Healthcare
Life Sciences). Os sitios inespecificos foram bloqueados com solucdo de PBS-Tween
0,05 % com 3% de leite por 2 horas, a temperatura ambiente. A marcacdo primaria foi
realizada por incubacdo (1 hora e 30 minutos) com anticorpos monoclonais que
reconhecem a cauda de histidina (Sigma) presente na proteina recombinante Plsg.51, €
anticorpos policlonais anti-LT nas dilui¢cbes 1: 3000, utilizando tampdo de blogueio.
Anticorpos anti-lgG de camundongos conjugados com a enzima peroxidase (Sigma)
produzidos em camundongos (diluicdo 1: 3000), foram usados como anticorpos
secundarios. As reacOes foram reveladas pela exposicdo das membranas a solucdo de
Luminol - Perdxido de Hidrogénio (H,0O,), de acordo com as indicacfes do fabricante
(THERMO SCIENTIFIC).
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3.4 Producdao e purificacao dos esporos

A esporulacédo e a purificacdo dos esporos de B. subtilis 1012 foram realizadas
conforme protocolo padronizado previamente em nosso laboratério (102). A linhagem
bacteriana foi cultivada a 37 °C sob agitacdo constante por 7 dias em meio especifico
para esporulacdo, designado meio F. Suspensdes de esporos purificados foram obtidos
apos tratamento com solucdo de Tris HCI 50 mM (pH 7,2) contendo lisozima (50
pug/mL) por 1 hora a 37 °C, seguido de lavagens com SDS 0,05 % e agua destilada. A
concentracdo dos esporos foi determinada por plagueamento em meio LB antes e ap6s
tratamento térmico (65 °C por 1 hora) e confirmacdo por meio da contagem em camara
de Petroff-Hausser (esporos/mL). Por fim, os esporos purificados foram liofilizados e

armazenados a -20 °C.

3.5 Protocolos de imunizacao

Camundongos fémeas da linhagem BALBI/c, entre 6 a 8 semanas de idade,
foram adquiridos no Biotério de Isogénicos da Parasitologia-ICBII/USP. Os animais
foram mantidos segundo as normas estabelecidas pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA). Todos o0s protocolos experimentais utilizando
animais foram aprovados pelo Comité Institucional de Cuidado e Uso de Animais da
Universidade de Séo Paulo (n° protocolo CEUA: 87/2015).

Para a imunizacdo sublingual, grupos de 5 camundongos BALB/c foram
previamente anestesiados por via intramuscular com cloridrato de ketamina (80 mg/kg
de peso corporal) e cloridrato de xilazina (8 mg/kg de peso corporal). O regime vacinal
consistiu em trés doses com intervalo de 14 dias entre as doses, como demonstrado no
esquema da Figura 1. Grupos de camundongos foram imunizados com as seguintes
formulag@es: proteina Plsq.51, administrada na concentracdo de 5 ou 50 pg, proteina
P139.512 coadministrada com diferentes concentracdes de esporos (1 x 105 1 x 10% ou 1 x
10° esporos), proteina Plsg.si» coadministrada com 5 pg da proteina LTK63 ou a
proteina P1sg.512 coadministrada com ambos os adjuvantes (LTK63 + esporos). Animais
controles foram imunizados com o veiculo vacinal, solugdo PBS. As doses vacinais
foram administradas no volume de 10 pL por aplicacdo topica embaixo da lingua com o

auxilio de micropipeta. Os protocolos de imunizacgdo foram realizados de acordo com o
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delineamento experimental de cada ensaio e serdo especificados nas secdes dos

resultados.

Imunizaciao Sublingual Ensaio Celular

17 dose 2% dose 3% dose
- 0 15 30 45 — Do
[ Coleta de sangue ] ‘ Coleta de saliva ﬂ

Bago /LCN

Figura 3 - Representacdo esquematica do regime vacinal empregado. Camundongos BALB/c
fémeas foram submetidos a um regime de imunizacdo sublingual de trés doses com intervalos de 14 dias
entre as doses. Amostras de sangue foram coletadas duas semanas apés cada dose para obtencéo dos soros
e andlise da resposta humoral especifica. Trés semanas ap6s a Ultima dose, amostras de saliva foram
coletadas para avaliacdo da resposta de anticorpos IgA secretores. Para avaliacdo das respostas celulares
induzidas apds regime vacinal, grupos de animais foram eutanaziados trés semanas apos a ultima dose e
tiveram seus bacos e linfonodos cervicais (LNC) retirados para dosagem de citocinas e determinagdo do
namero de células secretoras de IgA-especifica.

3.6 Coleta e processamento de amostras

Para o monitoramento das respostas de anticorpos séricos contra 0 antigeno
vacinal foram coletadas amostras de sangue um dia antes de cada dose e duas semanas
apos a Ultima dose, por puncao no plexo submandibular dos animais. Para obtencdo do
soro, 0 sangue coletado foi mantido a temperatura ambiente por 30 minutos e, em
seguida, a 4 °C por mais 30 minutos para retracdo do coagulo. Apds centrifugacédo
refrigerada, 5.000 rpm por 30 minutos, os sobrenadantes foram separados. As respostas
de anticorpos antigeno-especifico presentes no sitio da mucosa oral foram avaliadas a
partir de amostras de saliva coletadas duas semanas apds a Ultima dose vacinal. A saliva
foi recolhida apds a administracdo oral de (5-20 uL) pilocarpina a 4% na cavidade oral
dos animais, conforme protocolo descrito previamente (103). Todas as amostras foram

armazenadas a - 20 °C até sua utilizacdo.
3.7 ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay)

Placas de poliestireno de 96 pocos (COSTAR-CORNING) foram sensibilizadas
por 18 horas a 4 °C com a proteina recombinante Plsg.s1, em solugdo PBS (200 ng/
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uL). As placas foram lavadas com solugdo PBS 1x contendo 0,05% de Tween-20 (PBS-
T) e bloqueadas com PBST contendo 3% de leite desnatado. ApGs incubagdo por 2
horas a 37 °C, as placas foram lavadas (3 x) e as amostras de soro ou saliva foram
adicionadas aos pocos, diluidas serialmente (1:2) em solucdo de bloqueio, e incubadas
por 1 hora a temperatura ambiente. ApOs este periodo, as placas foram novamente
lavadas (3 X) e incubadas por 1 hora & temperatura ambiente com anticorpos
monoclonais anti-lgG ou anti-IgA conjugados a peroxidase (Sigma) na diluicdo de
1:3000 em solugdo de bloqueio. Para a determinacdo das subclasses de 1gG, foram
empregados anticorpos anti- 1gG1 e 1gG2a conjugado a peroxidase. Apos a lavagem
final, as placas foram reveladas com solucdo contendo tampéo citrato-fosfato 33 mM,
pH 5, o-Phenylenediamine(OPD); e perdxido de hidrogénio (H,0,)] por 15 minutos a
temperatura ambiente e no escuro. A reacdo foi interrompida pela adicdo de H,SO,4. A
leitura da densidade dptica foi realizada a 492 nm em leitor de placa (Multiscan MS-
Labsystems). Os niveis de anticorpos IgG especificos para a proteina Plzg.s1» foram
apresentados na forma de titulos, considerando o valor de diluicdo em que a DOgg; NM

fosse igual ou superior 0,1.

3.8 Andlise da afinidade dos anticorpos P1sq.51, especificos

Para esse ensaio foram utilizadas amostras de soros combinadas (pool)
referentes a terceira dose de imunizacdo de cada grupo vacinal. Todas as amostras de
soro foram normalizadas para uma D.Ogoonm de 1,0. O ensaio de afinidade dos
anticorpos seguiu os procedimentos descritos para ELISA (item 3.7), com uma etapa
adicional de dissociacdo dos anticorpos anti-Plsgs1> por incubacdo com diferentes
concentracdes molar de tiocianato de aménio diluido em PBS (0.0 M, 0.125 M, 0.15 M,
0.2M,0.3M,05M,1M,2M,4M ou8M) por 15 minutos a temperatura ambiente. A
percentagem de ligacdo dos anticorpos ao antigeno Plsgsi» correspondente a cada
concentracdo de tiocianato de aménio testada foi determinada da seguinte forma:
D.Os9onm €m presenga de tiocianato de amodnio X 100/ D.Oggonm €m auséncia de
tiocianato de amonio. A concentracdo de tiocianato de amonio necessaria para dissociar
50% da ligacdo do anticorpo ao antigeno foi determinada por célculo utilizando método

de regressao linear.
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3.9 Analise da ligacé@o de anticorpos a superficie de S. mutans

Os soros obtidos apos a terceira dose de imunizacdo foram avaliados quanto a
capacidade de reconhecer a proteina nativa expressa por diferentes sorotipos de S.
mutans por ensaio de ELISA. As cepas de S. mutans UA159 (sorotipo c), B14 (sorotipo
e) e OMZ175 (sorotipo f) utilizadas no ensaio foram gentilmente cedidas pela
professora Dra. Maria Regina L. Simionato e cultivadas em meio Todd-Hewitt com 0,3
% de extrato de levedura (THY) a 37 °C em presenca de 5% de CO,. As culturas foram
centrifugadas a 8000 rpm por 5 minutos, lavadas duas vezes em solucdo PBS 1x e
ajustadas para a D.Ogoonm de 1. Em seguida, 100 pL de cada suspencéo bacteriana foram
adicionados em placas de poliestireno de 96 pocos (COSTAR-CORNING) e incubadas
por 16 horas a 4 °C. Os procedimentos do ensaio foram 0s mesmos que 0s descritos na
secdo 3.7. A reatividade dos soros foi testada utilizando anticorpos anti-lgG de
camundongos produzidos em cabra conjugados com a enzima peroxidase (Sigma)
diluido 1: 5000. O valor da absorbancia do soro do grupo controle imunizado com PBS

foi utilizado como referéncia de branco.

3.10 Obtencéo e processamento de esplendcitos e linfonodos cervicais

Trés semanas apds a Ultima dose vacinal, os animais foram submetidos a
eutanasia e seus bacos e linfonodos cervicais (LNC) foram removidos assepticamente e
transferidos para placas de Petri contendo meio RPMI 1640 (Vitrocell/Embriolife)
suplementado com 1% de soro fetal bovino. Os bacgos foram macerados individualmente
com auxilio do @mbolo de uma seringa de 5 mL e as células dos LNCs foram reunidas
em “pool” de acordo com cada grupo experimental e processadas da mesma forma. As
células foram centrifugadas a 1.200 rpm por 5 minutos. Os esplendcitos foram tratados
com solugdo de acetato de potassio (1 mL/baco) para a lise das hemacias. Apos esse
procedimento, as suspencBes foram novamente centrifugadas e o sedimento celular
suspenso em meio RPMI suplementado [meio RPMI contendo soro fetal bovino (10%),
beta-mercaptoetanol (100 x), aminoacidos essenciais (50 x), aminoécidos ndo essenciais
(100 x), L-glutamina (100 x), vitaminas (100 x) e piruvato(100 x)]. As células viaveis
foram contadas em camara de Neubauer, utilizando o corante vital azul de Trypan

(Invitrogen).
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3.11 Ensaio de ELISPOT

Células do baco e linfonodos cervicais foram submetidas ao ensaio de ELISPOT
para a quantificacdo de células produtoras de IgA, utilizando-se o kit comercial
ELISpot”™"® for Mouse IgA (MABTECH®). Para isso, placas de 96 pogos foram
ativadas por 2 minutos com Etanol 70%, em seguida, foram lavadas com agua destilada
estéril, sensibilizadas com a proteina Plsgs, (10 ug/mL) e incubadas a 4 °C por 24
horas. Posteriormente, as placas foram lavadas cinco vezes com PBS 1 x e bloqueadas
com meio RPMI suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) por 30 minutos a
temperatura ambiente. Foram plaqueadas 10° células/poco em presenca ou auséncia de
estimulo (Plsgs12 1 pg/pogo). Como controle positivo e negativo deste ensaio, foram
utilizados Concavalina A e meio RPMI completo, respectivamente. As placas foram
incubadas por 24 horas a 37 °C e 5% de CO,, Ap0s esse periodo, as células foram
descartadas e as placas foram lavadas 5 x com PBS 1x e incubadas por 2 horas a
temperatura ambiente com anticorpo monoclonal biotinilado anti- IgA na concentracéo
final de 1 pg/mL diluidos em PBS 1x contendo 0,5% de SFB. Apds novo ciclo de
lavagem, as placas foram incubadas por 1 hora a temperatura ambiente com
estreptavidina conjugada com peroxidase diluida 1: 1000 em PBS 1x contendo 0,5 % de
SBF. As placas foram reveladas adicionando-se 100 pL/ pog¢o do substrato TMB
presente no Kit. Apés 30 minutos de incubacdo, a reacdo foi interrompida com agua
destilada, as placas foram secas a temperatura ambiente e os “spots” contados com

auxilio de uma lupa.

3.12 Avaliacéo do perfil de secrecéo de citocinas

As dosagens de citocinas no sobrenadante de cultura de células do bago e LNCs
dos grupos experimentais foram realizadas pelo método CBA (Cytometric Bead Array).
As células foram cultivadas em uma concentracdo de 10° células/poco por 48 horas a 37
°C em placa de fundo plano em 500 pLL de meio RPMI completo, na presencga ou néo da
proteina Plsgs1, na concentragdo de 10 ug/mL. Apds 72 horas de incubacdo, o
sobrenadante foi coletado e armazenado em curto prazo a -20 °C. As citocinas IL-6,
INF-y, IL-10 e IL-17 foram quantificadas utilizando o kit comercial BD™'Cytometric
Bead Array Mouse Th1/Th2/Thl7 Cytokine Kit (CBA). As fluorescéncias foram
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avaliadas em citometria de fluxo LSRFortessa™ (BD Bioscience) e concentragdo das

citocinas (pg/mL) foram determinadas utilizando o Software BD CBA.

3.13 Determinacao das respostas de linfocitos TCD4" e TCD8"

As células do baco dos animais imunizados foram cultivadas em meio RPMI
completo na concentracdo de 10° células/poco em placas de fundo céncavo. A
incubagdo ocorreu por 16 horas a 37 °C e 5% CO,, na presenca de Brefeldin A (10
png/mL) (GolgiPlug; BD Bioscience, EUA), IL-2 (5 ng/mL) e auséncia ou presenca da
proteina recombinante. Apos a incubacdo, as amostras foram centrifugadas a 1200 x g
por 5 minutos e lavadas duas vezes com PBS 1x contendo 2 mM de EDTA/0,5% de
BSA. Em seguida, as células foram incubadas por 30 minutos a 4 °C com anticorpos
anti-CD4 e anti-CD8 acoplados aos fluorocromos FITC e BV605, respectivamente
(eBioscience®). Para marcacdo das citocinas intracelulares foi utilizado o Kit
Cytofix/Cytosperm Plus (BD Biosciences, USA). As células foram lavadas, suspensas
em 50 pL de solugdo de fixagdo (BD, Cytofix/Cytoperm™), mantidas a 4 °C por 10
minutos e permeabilizadas com 100 pL de solugdo Perm/Wash. As células foram
novamente lavadas e tratadas com anticorpo anti-IFN-y conjugado a Alexa 700 e anti-
IL-4 conjugado a PE (BD Bioscience) por 30 minutos a 4 °C. Apo6s as lavagens, as
células foram suspendidas em PBS 1x contendo 2 mM de EDTA/0,5% de BSA e
avaliadas por citometria de fluxo usando o aparelho FACS LSRFortessa (BD
Biosciences). A andlise dos dados foi realizada com o auxilio do software FlowJo
(TreeStar,OR, USA).

3.14 Andlises Estatisticas

Os resultados foram analisados com auxilio do programa GraphPad Prism 5
(GraphPad Software Inc, LA Jolla, CA) utilizando analise de variancia (Anova) com
subsequente teste de comparacdo multipla de Bonferroni. A significancia estatistica
entre 0s grupos experimentais foi considerada quando p < 0,05, p < 0,01 ou p <0,001.
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4 RESULTADOS
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4.1 Expressao e purificacdo das proteinas recombinantes Plsgs1,e LTK63

A proteina recombinante P1sq.5:, foi obtida em linhagem de B. subtilis LDV701
apo6s indug¢do com IPTG por 4 horas a 37 °C. A purificagdo da proteina Pl3q.5, foi
realizada por cromatografia de afinidade ao niquel a partir do extrato soltvel da cultura
induzida. Como ¢é possivel observar na Figura 4A, a elui¢do da proteina utilizando a
concentracdo de 500 mM de Imidazol resultou na formagdo de um Unico pico contendo
a Plsg.512 purificada. As fragdes correspondentes ao pico representado no cromatograma
de eluicdo da proteina Plsgs;, foram avaliadas em gel poliacrilamida SDS-PAGE
12,5% (Figura 4B). A proteina purificada apresentou perfil eletroforético com massa
molecular esperada de 50 kDa, sendo esta observacao confirmada por ensaio de
western blot e imunodetec¢do utilizando anticorpos monoclonais dirigidos para a cauda
de histidina presente na proteina recombinante Plsges;, (Figura 4C). As fragdes
contendo a proteina Plsg.512 purificada foram reunidas e dialisadas contra tampédo A,
para retirada do Imidazol. Apds diélise, as proteinas foram quantificadas e armazenadas
a temperatura de -20 °C. Em suma, o processo de purificacdo possibilitou obter a
proteina recombinante de forma eficiente, com elevado grau de pureza e com

rendimento aproximado de 3 mg de proteina por litro de cultura bacteriana induzida.
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Figura 4 - Purificacdo da proteina recombinante Plsgs1, expressa em B. subtilis. (A) Cromatograma
representativo da purificacdo da proteina P15, em coluna niquelada, utilizando concentragdes de 100
mM, 500 mM e 1 M de Imidazol. (B) Gel de poliacrilamidaa 12,5 %, apresentando as frac6es obtidas no
cromatograma, Gel corado com Coomassie Blue. Descri¢do: canaleta M, corresponde ao marcador de
massa molecular de proteina (Fermentas); demais canaletas (2-6) correspondem as fra¢fes do pico de
eluicdo da proteina P139.5:, (50 kDa). (C) Imunodeteccdo apds Western blot da proteina P1lsg.5, utilizando

anticorpo monoclonal anti-HisTag.

A proteina recombinante LTK63 foi obtida em linhagem de E. coli BL21 DEO3
pLys recombinante apés indugdo constitutiva por 22 horas a 37 °C. A proteina LTK63
foi purificada por cromatografia de afinidade a galactose (Figura 5). A integridade e a
pureza da proteina apds purificacdo foi confirmada em gel de poliacrilamida 15%. A
analise eletroforética demonstrou grau de pureza elevada e bandas com massa molecular
esperada para cada uma das subunidades da proteina. Quando a amostra foi submetida
ao processo de fervura, foi possivel verificar bandas eletroforéticas correspondentes a
subunidade A (28 kDa) e aos monémero de subunidade B (11,5 kDa). A amostra ndo
submetida ao tratamento térmico demonstrou banda correspondente a subunidade A e a

subunidade B em sua estrutura pentamerica (55 kDa) (Figura 5B). O rendimento obtido
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foi de aproximadamente 10 mg de proteina por litro de cultura induzido. Além disso,
verificamos que a proteina LTK63 foi reconhecida por anticorpos policlonais
produzidos contra a toxina termolabil LT1 em ensaio de imunodetec¢éo (Figura 5C).
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Figura 5 - Purificagdo da proteina recombinante LTK63 expressa em E. coli. Cromatograma
representativo da purificacdo da proteina LTK63 em coluna contendo resina D-galactose. Pico 01
representa a proteina eluida com 100% de tampdo TEAN acrescido de D-galactose 0,3 M. (B) Gel de
poliacrilamidaa 15%, apresentando a proteina LTK63 purificada. Gel corado com Coomassie Blue.
Descrigdo: canaleta M, corresponde ao marcador de massa molecular de proteina (Fermentas); Amostras:
canaleta 1, proteina LTK63 fervida a 100 °C (subunidade A com 28 kDa e monémeros de subunidade B
com 11,5 kDa); canaleta 2, proteina LTK63 néo fervida (subunidade A e pentdmero de subunidade B com
55 kDa); (C) Imunodeteccdo apds Western blot da proteina LTK63 fervida e ndo fervida realizado com
anticorpo policlonal anti-LT1.
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4.2 Obtencéo de esporos de B. subtilis purificados

Os esporos foram obtidos apés o cultivo de B. subtilis linhagem 1012 em meio F
durante um periodo de 7 dias. Ao final desse periodo, os esporos foram purificados pelo
método lisozima-SDS e o precipitado lavado (3 x) com agua destilada para rompimento
de possiveis células vegetativas. ApOs este processo, amostras de esporos foram
analisadas por meio de microscopia de contraste de fase, onde foi possivel observar que
as preparacOes de esporos estavam livres de contaminacdo por células vegetativas e
fragmentos celulares (Figura 6). A quantificacdo dos esporos foi realizada por meio da
determinacdo do nimero de UFC/mL e confirmada por contagem na cdmara de Petroff-
Hausser (esporos/mL).

Figura 6 - Microscopia de contraste de fase dos esporos de B. subtilis da linhagem 1012 apds processo de
purificacdo. Os esporos foram obtidos a partir do cultivo da bactéria em meio F durante 7 dias e
purificados por meio do método lisozima/SDS. Resolugdo final de 600x.

4.3 Caracterizagdo do potencial adjuvante dos esporos de B. subtilis

Para explorar a utilizacdo de esporos de B. subtilis como adjuvante de mucosa, a
primeira etapa do trabalho consistiu em determinar a concentracdo de esporos capaz de
potencializar a resposta de anticorpos contra 0 antigeno alvo. Para isso, grupos de cinco
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camundongos BALB/c fémeas com idade entre 6 e 8 semanas foram imunizados pela
via sublingual em um regime de trés doses conforme mostrado no esquema da Figura 3.
Foram testadas as concentracdes de 1 x 10°, 1 x 10° ou 1 x 10° esporos coadministrados
com 5 g da proteina recombinante Plsg.512. Amostras de sangue foram coletadas duas
semanas apos cada dose vacinal e as respostas de anticorpos IgG séricos especificos
para a proteina Plsg.s;>, foram determinadas por ensaio de ELISA (Figura 7). Os
resultados demonstram que a proteina Plsg.512 Sozinha ndo foi imunogénica quando
administrada pela via sublingual, uma vez que respostas de anticorpos especificos ndo
foram detectadas ao longo do regime vacinal. A inducdo de anticorpos anti-P1zg.51, foi
observada somente apés a terceira dose de imunizagdo para 0s grupos tratados com a
proteina Plsgs1, coadministrada com as diferentes concentracfes de esporos. Embora
ndo tenha sido observada diferenca estatistica entre as concentracdes de esporos
utilizadas no regime vacinal, observamos que os maiores titulos de anticorpos foram
alcancados quando utilizamos 1 x 10° esporos coadministrados com o antigeno,

tornando-se a dose de escolha para a realizagdo dos demais experimentos.
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Figura 7 - Avaliacdo do efeito adjuvante dos esporos de B. subtilis coadministrados com a proteina P1sq.
512 Camundongos da linhagem BALB/c fémeas foram imunizadas com formulag@es vacinais contendo a
Plsq.51, Sozinha (5 pg) ou coadministrada com 1 x 10° 1 x 10%ou 1 x 10° esporos (E) em um regime
vacinal de trés doses por via sublingual. Os titulos de anticorpos 1gG Plsgs,-especificos foram
determinados por ELISA utilizando amostras de soro obtidas 14 dias apds a administracdo de cada dose.
Os valores apresentado no grafico representam a média + desvio padrdo dos titulos de anticorpos séricos
referente a um Unico ensaio com amostras individuais medidas em duplicata. Os dados mostrados nao
apresentam diferencas estatisticas entre si.
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4.4 Caracterizacao da resposta imune humoral nos animais imunizados

Ap0s a determinacdo da concentracdo de esporos a ser utilizada na formulagéo
vacinal, novas imunizacdes foram realizadas. Nesta etapa passamos a avaliar a resposta
imunolodgica humoral induzida pela proteina coadministrada com o adjuvante LTK63 ou
em combinacdo com os dois adjuvantes (esporos + LTK63). O regime vacinal consistiu
na administragcdo de trés doses com intervalos de 14 dias entre as doses conforme
protocolo anterior. Os dados demonstram que quando a proteina é coadministrada com
0 adjuvante LTK63, hd& um aumento significativo dos titulos de anticorpos 1gG
especificos para a proteina Plsgs;; quando comparado ao grupo imunizado com a
proteina coadministrada com os esporos. Além disso, observa-se que os niveis de
anticorpos especificos anti-Plsg.s;, foram detectados a partir da primeira dose de
imunizacdo, aumentando gradativamente ao longo do regime vacinal. Os titulos de
anticorpos obtidos para o grupo imunizado com a proteina coadministrada com esporos
+ LTK63 foram semelhantes aos titulos de anticorpos encontrados para 0 grupo
imunizado com a proteina coadministrada apenas com a LTK63 (Figura 8A). Esses
resultados indicam que a combinacdo dos adjuvantes, avaliados apds imunizacdo pela
via sublingual, ndo demostrou sinergismo ou efeito aditivo sobre a modulacdo da

resposta humoral de anticorpos IgG direcionados para o antigeno Plsg.s12.
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Figura 8 - Analise da resposta de anticorpos séricos Plsg.51-especificos induzidos apds regime vacinal.
Camundongos da linhagem BALB/c fémeas foram imunizadas com trés doses por via sublingual com
formulagBes vacinais contendo a proteina Plsgs, (5 Hg), Plsgsi, coadministrada com esporos de B.
subtilis (1 x 10°) e/ou coadminstrada com LTK63 (5 ug). Os titulos de IgG (A) e IgA (B) séricos anti-
Pls9.51, foram determinados por ELISA utilizando amostras de soro obtidas 14 dias ap6s a administracéo
de cada dose. Os valores apresentados nos gréaficos representam a média + erro padrdo dos titulos de
anticorpos séricos referentes a trés experimentos independentes.*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 (Two-
way ANOVA com poés-test Bonferroni’s).
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O trabalho procurou avaliar também o efeito adjuvante dos esporos e da proteina
LTK63 em relagdo a producgdo de anticorpos IgA séricos ou em saliva. Os resultados
apresentados mostram que 0s grupos de animais imunizados apenas com a proteina
Plsgs12 Oou aqueles que receberam a formulagdo contendo a proteina Plsg.sio
coadministrada com o0s esporos ndo foram capazes de gerar resposta de anticorpos IgA
séricos ou secretores especificos para a proteina Plsgs1, ( Figura 8B e Figura 9). Em
contrapartida, os grupos tratados com as formulagbes contendo a proteina
coadministrada com a LTK63 ou combinada com ambos adjuvantes apresentaram tanto
respostas de anticorpos IgA séricos quanto em saliva. N&o foram observadas diferencas
estatisticamente significantes nos titulos dos anticorpos IgA (sistémicos e secretores)
entre esses grupos vacinais. Esses dados, em conjunto com as respostas de anticorpos
IgG sistémicos, demonstram que a modulacéo da reposta humoral e de mucosa refletem

o efeito adjuvante da LTK63.
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Figura 9 - Analise da resposta de anticorpos IgA secretores induzidos apds regime vacinal. Duas
semanas apdés a Ultima dose vacinal, amostras de saliva foram coletadas para a determinacao das respostas
de anticorpos S-1gA especificos para a proteina P13q.55. Os valores apresentados nos graficos representam
a média + erro padrdo dos titulos de anticorpos especificos referentes a dois experimentos independentes.
*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001(Two-way ANOVA com pos-test Bonferroni’s).

4.5 Analise do perfil de subclasses de 1gG no soro de animais imunizados

Com o objetivo de avaliar o perfil das respostas imunoldgicas induzidas pelas

formulagGes vacinais, analisamos as subclasses de anticorpos IgG anti-P13g.512 N0OS Soros
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dos animais duas semanas apos a ultima dose de imunizagédo. Os soros foram avaliados
quanto a presenca de IgG1 e 1gG2a como indicativo do perfil de resposta Th2 ou Thi,
respectivamente. Anticorpos das duas subclasses de 1gG foram detectadas nos soros dos
grupos imunizados com a proteina coadministrada com esporos e/ou LTK63 (Figura
10). Observamos que a resposta induzida pela coadministracdo dos esporos tendéncia
para um perfil Th2, e que a coadministragdo da LTK63 além de aumentar os titulos das
subclasses de 1gG leva a uma distribuicdo mais balanceada dos isotipos 1gG1 e IgG2a.
As razdes entre os titulos de anticorpos das subclasses 1gG1/lgG2a apresentadas na
parte superior do grafico sugerem um padrdo de resposta mista Th1l/Th2 para os grupos

imunizados com o adjuvante LTKG63.
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Figura 10 - Andlise do perfil de subclasses de anticorpos 1gG P13q.5:,-especificos induzidos nos animais
imunizados. Os titulos de subclasses de anticorpos IgG (IgG1, IgG2a) P1,,5,,-especificos foram quantificados
em amostras de soro obtidas apds a terceira dose de imunizag¢do por ensaio de ELISA. Auséncia de barra
corresponde a valores nao detectaveis de anticorpos nos grupos vacinais. Dados na parte superior do grafico
indicam a razdo entre IgGl e IgG2a para cada grupo de imunizagdo. Os valores apresentados no grafico
representam a média + erro padrdao dos titulos de subclasses de IgG em amostras individuais referente a trés
experimentos independentes. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 (Two-way ANOVA com pos-test Bonferroni’s).

4.6 Determinacdo do perfil de secrecdo de citocinas

Para confirmar os dados obtidos em relagdo ao padréo de resposta induzida pelas
formulagdes vacinais foram determinados o0s niveis das citocinas produzidas e
secretadas por esplendcitos e células dos linfonodos cervicais dos animais imunizados.
O bago e os linfonodos foram coletados trés semanas apds a ultima dose vacinal e as

células recolhidas foram estimuladas in vitro com a proteina Plsg.51, por 72 horas. Apés
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incubacgéo, o sobrenadante foi separado e utilizado para deteccdo das citocinas IFN-y,
IL-6, IL-10 e IL-17 por ensaio de CBA (Figura 11). Podemos observar que os animais
tratados com as formulagbes contendo apenas a proteina Plsgsip produziram baixos
niveis das citocinas avaliadas nos esplendcitos estimulados. Além disso, ndo foram
detectados niveis da citocina IL-6. Por outro lado, nos animais submetidos as
imunizacbes contendo tanto os esporos como a LTK63 foi possivel demonstrar a
potencializagdo e/ou a modulacdo das respostas celulares do hospedeiro contra a
proteina Plsg.510. Para os animais tratados com proteina e esporos, podemos observar
que houve maior producdo de citocina do tipo Th2 (IL-6) e menores niveis de citocina
do tipo Thl (IFN-y). Nao foram observados niveis detectaveis da citocina regulatdria
IL-10. Curiosamente baixos niveis da citocina I1L-17 (perfil Th17) foram encontrados
para esse grupo quando comparado com a producdo de IL-17 nos animais imunizados
apenas com proteina recombinante. Desta forma podemos constatar que a administracdo
dos esporos modula o perfil de resposta anti-Plsq.51, preferencialmente para uma
resposta Th2. Ja os grupos imunizados com a formulacdo contendo a LTKG63
apresentaram niveis aumentados de IFN-y e IL-6, confirmando que a modulacdo
induzida por esse adjuvante promove um perfil de resposta mais balanceado.
Verificamos ainda que os grupos imunizados com a formulacdo contendo a LTK63
apresentaram niveis mais elevados da citocina IL-17, o que corrobora com os dados da
literatura que demonstram que a toxina LT em ensaios in vitro e in vivo é capaz de
induzir a producdo de citocinas IL-17 por DCs ativadas (104). Em relacdo ao grupo
imunizado com a Plzgs1, € @ combinacdo dos dois adjuvantes foi possivel observar
aumento na producdo das citocinas analisadas, com excecdo de IL-17, demonstrando
desta maneira que a presenca dos esporos na formulagdo vacinal modula negativamente
a expressdo desta citocina e gera um perfil preferencialmente Thl. Os resultados obtidos
a partir do sobrenadante da cultura dos linfonodos cervicais ndo foram conclusivos
quanto ao padrdo de resposta induzido pelos adjuvantes, e por este motivo ndo foram

apresentados.
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Figura 11 - Perfil de secrecéo de citocinas apds imunizacdo sublingual com a Pl s, € adjuvantes. Os
niveis das citocinas IFN-y, IL-6, IL-10, IL-17 foram determinados trés semanas apés a Ultima dose da
vacina em sobrenadante da cultura de esplendcitos reestimulados in vitro com 1 pg da proteina Plsgs;,
purificada. Os sobrenadantes das culturas foram coletados ap6s 72 horas de contato com o estimulo e
submetidos ao ensaio de CBA (Cytometric Beads Assay) e citometria de fluxo.

4.7 Determinacio do numero de células secretoras de anticorpos IgA Plsgsi

especificas

Avaliamos a presenca de células secretoras de anticorpos (CSA) IgA antigeno-
especificas nos bacos e linfonodos cervicais (LNC) dos animais imunizados trés
semanas apo6s a Ultima dose vacinal (Figura 12). Nas condi¢cBes de imunizagdo e
experimentacao realizadas, ndo foi possivel observar presenca de células secretoras de
IgA antigeno especificas nos LNCs. Os resultados demonstram que o grupo imunizado
com a proteina ou proteina coadministrada com esporos apresentaram baixos niveis de
CSA-IgA antigeno-especificas no bago. Por outro lado, 0 grupo imunizado com a
proteina coadministrada com o adjuvante LTK63 foi capaz de induzir niveis de CSA-

IgA antigeno-especificas superiores aos demais grupos vacinais (p<0,001).



58

Curiosamente, a formulacdo contendo a combinacdo de ambos adjuvantes nao
apresentou aumento expressivo no numero dessas células, sugerindo que 0s esporos
suprimem esse tipo de resposta.
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Figura 12 - Células secretoras de anticorpos IgA Plgq.51,-especificas. A presenca de células secretoras de
IgA antigeno-especificas foi determinada trés semanas ap6s a Ultima dose de imunizacdo em células de
baco por ensaio de ELISPOT. Os esplendcitos foram incubados por 24 horas em presenca ou auséncia da
proteina recombinante Plsg.s1, (5 g de Plsgsip). O gréfico apresenta o nimero de células produtoras de
IgA por milhao de células totais descontando-se 0 nimero de spots formados na auséncia de estimulo. Os
resultados sdo baseados em um Unico experimento e representam as médias para cada grupo
vacinal.*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 (One-way ANOVA com pos-testBonferroni's).

4.8 Andlise da resposta qualitativa humoral P1sg.5:, especifica

4.8.1 Determinacdo do perfil de reconhecimento de epitopos conformacionais e
lineares pelos anticorpos Plsg.s12

Apobs a avaliacdo da resposta de anticorpos séricos induzidos pela imunizagéo
dos camundongos com a proteina P139.51, associada aos adjuvantes vacinais, a seguinte
etapa do trabalho consistiu em caracterizar qualitativamente a resposta desses
anticorpos. Para este fim, os anticorpos foram testados quanto ao reconhecimento de
epitopos conformacionais ou lineares presentes na proteina recombinante. A anélise foi
realizada por ensaio de ELISA empregando a proteina recombinante Plzgs:, em sua
forma intacta ou previamente submetida ao tratamento de desnaturacdo térmica
(aquecimento a 100 °C por 10 minutos). Observando a Figura 13, podemos perceber
que a resposta dos anticorpos induzidos contra a proteina € direcionada principalmente
para 0s epitopos lineares, visto que ndo houve diferenca de reatividade quando a
proteina foi utilizada em sua forma intacta ou apds tratamento térmico.
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Figura 13- Avaliacdo da capacidade dos anticorpos Plsqsi-especificos se ligarem a epitopos
conformacionais e lineares. Os anticorpos 1gG Plsq.s1-especificos presentes nos soros dos animais
imunizados foram testados por ELISA quanto a sua reatividade com a proteina P139.5,, recombinante em
sua forma integra ou submetida & desnaturagdo (aquecimento a 100 °C por 10 minutos, seguido de choque
térmico a 0 °C). As amostras de soros, correspondentes a Ultima dose vacinal, foram reunidas em pools.
Os resultados expressos s@o representativos de dois experimentos independentes. *p<0,05; **p<0,01;
***p<(0,001 (Two-way ANOVA com pos-test Bonferroni's).

4.8.2 Determinacdo da afinidade dos anticorpos gerados frente a proteina
recombinante Plsg.s;,

Uma vez determinada a capacidade das vacinas em gerarem anticorpos que
reconhecem epitopos da proteina Plsg.512, avaliamos em uma etapa seguinte a afinidade
dos anticorpos gerados ao antigeno recombinante. A afinidade dos anticorpos foi
determinada por ELISA empregando diferentes concentracdes de tiocianato de aménio.
A andlise dos resultados demonstrou que as curvas de dissociacdo da interacdo
antigeno-anticorpo foram semelhantes para os diferentes grupos vacinais (Figura 14A).
No entanto, quando analisamos as concentra¢des de tiocianato de amonio necessarias
para dissociar 50% dos anticorpos ligados a proteina Plsg.512, foi possivel observar que
o0s anticorpos gerados pelo grupo imunizado com a proteina coadministrada com ambos
adjuvantes, de fato, foi o que apresentou maior afinidade para o antigeno, uma vez que
maiores concentracgdes de tiocianato de amonio foram necessarias para dissociar metade

dos anticorpos ligados (Figura 14B).
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Figura 14 - Avaliacdo da afinidade dos anticorpos gerados frente ao antigeno Plzgs:,. A afinidade dos
anticorpos para o0 antigeno Plsgs;, foi determinado por ensaio de ELISA por meio da dissociagcdo com
tiocianato de aménio utilizando a proteina P139.51, cOmo antigeno de fase sélida. Para a realizacdo desse
ensaio, os soros foram analisados em pool (referente a terceira dose de imunizac¢do) e normalizados para
uma absorbéncia de 1 (D.O.490m ). (A) Afinidade dos anticorpos gerados nos grupos imunizados com a
proteina ou com a proteina coadministrada com os adjuvantes. (B) Representacdo em barras das
concentragdes molares de tiocianato necessarias para dissociar 50% dos anticorpos ligados a Plzg.515. OS
valores representam a média + erro de um ensaio realizado em duplicata. .*p<0,05; **p<0,01;
***p<(0,001 (Two-way ANOVA com pds-test Bonferroni’s).

4.8.3 Reatividade de anticorpos anti- P139.51, contra a proteina nativa P1 de S. mutans

Com objetivo de caracterizar a funcionalidade dos anticorpos gerados apds o
regime vacinal, testamos a reatividade dos soros obtidos duas semanas apds a Ultima
dose de imunizacdo quanto ao reconhecimento da proteina P1 nativa expressa na
superficie de S. mutans. Para este fim, utilizamos trés sorotipos de S. mutans como
antigeno de fase sélida nos ensaios de ELISA: a linhagem UA159 (sorotipo c), B14
(sorotipo e) e a linhagem OMZ175 (sorotipo f). Conforme observado na figura 15, os
anticorpos anti-Plsg.51, induzidos pelos esporos e/ou LTKG63 foram capazes de
reconhecer a P1 nativa expressa na superficie dos diferentes sorotipos de S. mutans
avaliados. Contudo, podemos observar que quando a proteina é coadminstrada apenas
com o adjuvante LTK63 sdo induzidos anticorpos com maior capacidade de

reconhecimento para o antigeno.
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Figura 15 - Avaliacdo da capacidade dos anticorpos P1sq.5:,-especificos reconhecerem a proteina nativa
expressa em células de S. mutans. Apos o regime vacinal completo, os soros dos animais foram testados
guanto a sua reatividade frente & proteina nativa expressa na superficie de diferentes sorotipos de S.
mutans. Como antigeno de fase sélida foram utilizadas células inteiras de S. mutans linhagens: UA159
(sorotipo ¢) (A), Bl4(sorotipo €) (B), e OMZ175 (sorotipo f) (C). Resultados baseados em um Unico
ensaio com amostras em pool medidas em duplicata. *** p< 0,001; ** p < 0,01; * p < 0,05 (Two-away
ANOVA com pos-test Bonferroni’s).

4.9 Avaliacdo da resposta imunoldégica celular induzida pelas formulacdes vacinais

Para verificarmos se os adjuvantes foram capazes de ativar linfocitos T CD8" e T
CD4" especificos para o antigeno, realizamos ensaios de citometria de fluxo com
esplendcitos dos camundongos imunizados e estimulados in vitro com a proteina
recombinante Plsgs1,. Apesar de detectarmos niveis de IFN-y no sobrenadante de
cultura de esplendcitos estimulados in vitro, no ensaio de ICS observamos que houve
uma fraca ativacdo de células T CD8" produtoras de IFN-y, cujo percentual de ativacdo
ndo teve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos experimentais (Figura
16). Observamos também que ndo foram encontradas células T CD4" IFN-y". A

ativacdo de linfocitos T CD4" produtores de IL-4 também foi avaliada e observamos
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uma fraca ativacdo para todos os grupos vacinais (Figura 17). Em suma, os dados
gerados a partir desta analise demonstram que na condicdo experimental avaliada ndo
encontramos repostas celulares de linfocitos T CD8" e T CD4" ativados especificos para
0 antigeno Pl3g.512.
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Figura 16 - Ativagdo de linfécitos T CD8" produtores de INF-y especificos para o antigeno Plsgs. A
detecgdo das células T CD8" Plsgs, especificas foi realizada em esplendcitos dos camundongos
imunizados reestimulados in vitro por 16 horas com a proteina Plsgs;, € marcados com anticorpos
fluorescentes para analise por citometria de fluxo. Os resultados estdo apresentados na forma de

porcentagem de células TCD8" INF-y* sobre a populagéo total de células T CD8" obtidas para cada grupo
de imunizacéo (n=5).
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Figura 17 - Ativagdo de linfocitos T CD4" produtores de INF-y e IL-4 especificos para o antigeno P13
si2. A determinacio das células T CD4" Plsgsi, especificas foi realizada com esplendcitos dos
camundongos imunizados reestimulados in vitro por 16 horas com a proteina Plsg51, € marcados com
anticorpos fluorescentes para andlise por citometria de fluxo. Os resultados estdo apresentados na forma
de porcentagem de células T CD4" INF-y* (A) e T CD4" IL-4" sobre a populagéo total de células T CD4"
obtidas para cada grupo de imunizacéo (n=5).

4.10 Novo protocolo de imunizagao para avaliagéo do efeito adjuvante dos esporos
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Ainda com o objetivo de avaliar o papel imunomodulador dos esporos em nossa
estratégia vacinal de mucosa contra o S. mutans, realizamos novo protocolo de
imunizacdo utilizando 10 x mais antigeno para verificar se a quantidade do antigeno
utilizada na formulacdo vacinal poderia interferir no efeito adjuvante dos esporos.
Grupos de 10 camundongos BALB/c fémeas com idade entre 6-8 semanas foram
imunizados pela via sublingual em um regime vacinal de trés doses, conforme protocolo
anterior. Os animais foram imunizados com as seguintes formulagtes: 50 pg da Plsg.s12
ou 50 pg da P13g.5:» coadministrada a 1 x 10° esporos. Animais controles foram tratados
apenas com PBS. Amostras de sangue foram coletadas duas semanas apds cada dose, e
foram mensurados os niveis séricos de 1gG especificos para a proteina Plsg.sio.
Observamos que os titulos de anticorpos séricos IgG anti-Pl39.51, foram detectados a
partir da primeira dose de imunizagdo para ambos 0s grupos e observamos um aumento

gradual da resposta de anticorpos ao longo do regime vacinal (Figura 18).
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Figura 18 - Andlise da resposta de anticorpos 1gG Plsq.51, especificos gerados apds nova estratégia de
imunizacdo. Camundongos da linhagem BALB/c fémeas (n=10/grupo) foram imunizadas com trés doses,
por via sublingual com a proteina Plsg.51, (50 pg) ou em coadministracdo com 1 x 10° esporos de B.
subtilis. Os titulos de IgG anti-Pls95, foram determinados por ELISA utilizando amostras de soro
obtidas 14 dias ap6s a administracdo de cada dose. Os dados apresentados na figura representam a média
e 0 desvio-padrdo dos titulos de anticorpos anti- P1sg5, mensurados nas amostras de soros individuais
dos grupos experimentais. * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001(Two-way ANOVA com pos-test
Bonferroni's).
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Figura 19 - Avaliacdo da afinidade dos anticorpos gerados frente ao antigeno Plsgsi;; apds novo
protocolo de imunizagdo. A afinidade dos anticorpos para o antigeno Plsg.s:, foi determinado por ensaio
de ELISA por dissociacdo com tiocianato de aménio utilizando a proteina P1s9.51, COMo antigeno de fase
solida. Para a realizagdo deste ensaio, as amostras de soros foram reunidas em pool (referente a terceira
dose de imunizacdo) e normalizadas para uma absorbancia de 1 (D.O.49onm ).(A) Afinidade dos anticorpos
gerados no grupos imunizados com 50 pg da proteina sozinha ou coadministrada com 1 x 10° esporos.
(B) Representacéo em barras das concentragdes molares de tiocianato necessarias para dissociar 50% dos
anticorpos ligados a P13g.515. Os valores representam a média + erro de um ensaio realizado em duplicata.
*** n< 0,001; ** p <0,01; * p < 0,05 (Two-away ANOVA com pos-test Bonferroni’s).

Comparada com a primeira estratégia, podemos concluir que o aumento da
concentracdo do antigeno alvo foi fundamental para a inducdo da resposta de anticorpos
especificos para a Plsgsio. Apesar dos altos titulos de anticorpos induzidos apés o
aumento da concentracdo do antigeno administrado, podemos observar que 0S esporos
ndo foram capazes de aumentar a magnitude da resposta de anticorpos nem a avidez ao
antigeno Pl3g.51, (Figura 19 A e B).

Para avaliar a modulacéo da resposta imunoldgica induzida pela nova estratégia vacinal,
inicialmente analisamos a presenca das subclasses de anticorpos 1gG anti- Plsgs12 N0
soro obtido duas semanas apds a ultima dose de imunizacgdo (Figura 20). O resultado da
andlise de subclasses dos anticorpos 1gG e a raz&o entre os titulos de anticorpos 1gG1 e
IgG2a sugerem um padrdo misto de resposta induzido por estas formulagdes. A
dosagem de citocinas no sobrenadante de cultura de baco dos animais imunizados
demonstrou que os niveis de IFN-y (Figura 21 A) foram mais expressivos do que os da

citocina IL-6 (Figura 21 B), tanto para o grupo imunizado com a proteina quanto para o
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grupo tratado com a proteina coadministrada com os esporos. Além disso, observamos
que a presenca dos esporos na formulagéo, apesar de ndo modular o perfil de resposta,
foi capaz de potencializar as resposta quanto a secre¢do das citocinas. Os niveis de
todas as citocinas mensuradas foram maiores para 0s grupos imunizados com a proteina
coadministada com o0s esporos, com excecdo da citocina regulatéria IL-10, cujos niveis
foram semelhantes para o grupo imunizado apenas com a proteina (Figura 21 A- D). Ao
analisarmos a relacdo entre as citocinas de padrdo Thl e Th2, nossos dados indicam que
a modulacao da resposta induzida pelo antigeno Plsg.51, tende para o perfil de resposta
Thl (Figura 21 E).
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Figura 20 - Anélise do perfil de subclasses de anticorpos 1gG Plsgsi.-especificos. Os titulos de
subclasses de anticorpos 1gG (1gG1, 1gG2a) P1sq.51o-especificos foram mensurados em amostras de soro
(obtidos apds a terceira dose de imunizacdo) por ensaio de ELISA. Dados na parte superior do grafico
indicam a razdo entre IgG1 e 1gG2a para cada grupo de imunizagdo. Os dados apresentados na figura
representam a média e o desvios-padrdo dos titulos de subclasses de IgG em amostras individuais dos
soros obtidos para cada grupo de imunizagdo. Os dados mostrados ndo apresentam diferencas estatisticas
entre si.
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Figura 21 - Perfil de secre¢do de citocinas em células de animais imunizados com o antigeno Plsgs;, pela
via sublingual. Os niveis das citocinas IFN-y, IL-6, IL-10, IL-17 (A-D), bem como a razdo IFN-y: IL-6
(E), foram determinados trés semanas ap0s a Ultima dose da vacina em sobrenadante da cultura de
esplendcitos reestimulados in vitro com 1 pg da proteina Plasgs» purificada. Os sobrenadantes das
culturas foram coletados apds 72 horas de contato com o estimulo e submetidos ao ensaio de CBA
(Cytometric Beads Assay) e analisados em citometria de fluxo.

A fim de avaliar a resposta imune de mucosa induzida pela imunizagéo

sublingual apds o novo protocolo de imunizacdo, determinamos a presenca de células
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secretoras de anticorpos (CSA) IgA antigeno-especificas nos bagcos dos animais
imunizados apés a Ultima dose. Observamos maior nimero de células CSA IgA Pl3g.512
em esplendcitos estimulados in vitro para 0 grupo imunizado apenas com a proteina
recombinante (Figura 21). Um dado interessante sobre a ativacao da resposta de mucosa
observada apds esse novo protocolo de imunizacdo foi que ndo houve aumento no
namero de spots por milhdo de células para os grupos tratados com uma quantidade 10
vezes maior do antigeno (50 pg) quando comparado aos grupos experimentais das

primeiras imunizagdes feitas com menor quantidade de antigeno.
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Figura 22 - Células secretoras de anticorpos IgA Plsgs1-especificas em animais submetidos ao regime
vacinal sublingual com o antigeno P19, . A presenca de células secretoras de IgA antigeno-especificas
foi determinada trés semanas apds a Ultima dose de imunizacdo em células de bago por ensaio de
ELISPOT. Os esplendcitos foram incubados por 24 horas em presenga ou auséncia da proteina
recombinante Plsg.5:, (5 Ug de Plsgs1, ). O grafico apresenta o nimero de células produtoras de IgA para
0 grupo imunizado com 50 pg da proteina ou coadministrada com 1 x 10° esporos. Os resultados s&o
baseados em um (nico experimento e representam a média e o desvio-padrdo para 0S Qrupos
vacinais.*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.
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Neste trabalho buscou-se avaliar, o potencial adjuvante de esporos néo
recombinantes de B. subtilis e uma variante atoxica da LT de ETEC, a LTK63, ou a
combinacdo destes, empregando-se uma via de mucosa, a via sublingual. Como
antigeno modelo foi empregado um fragmento que engloba os residuos de aminoacido
de 39 ao 512 da proteina P1 de S. mutans UA159. As primeiras etapas do trabalho
envolveram a obtencdo do antigeno e dos adjuvantes a serem testados. N0SS0S
resultados mostraram que as proteinas Plsgs12 € LTK63 foram obtidas em sua forma
solGvel e com boa taxa de rendimento para a realizacdo dos ensaios. Para a obtencéo dos
esporos de B. subtilis, o processo de purificagdo empregou o método lisozima/SDS que
se mostrou eficaz e resultou na recuperacdo de esporos livres de células vegetativas ou
restos celulares. O processo de purificacao apds a esporulacdo das linhagens em meios
especificos representa uma etapa importante para o uso dos esporos para fins
biotecnoldgicos ou para aplicagcGes na area de vacinas, principalmente em estratégias
que utilizam os esporos como adjuvantes, uma vez que a presenca de células vegetativas
nas suspencoes de esporos pode influenciar nas respostas imunoldgicas (102).

Inicialmente, nos questionamos se a imunizacdo com a proteina Plzgs; em
combinacdo com diferentes concentracdes de esporo de B. subtilis seria capaz de
potencializar a resposta de anticorpos antigeno-especificos quando inoculados por via
sublingual. Observamos que a imunizacdo com a proteina Plsgsip, Na quantidade
testada, ndo foi capaz de gerar respostas de anticorpos IgG antigeno-especifico,
entretanto quando complementamos a formulacdo com diferentes doses de esporos
verificamos uma potencializacdo da resposta de IgG anti-P1s9.512. NO entanto, a resposta
humoral induzida foi independente da concentracdo de esporos testada na formulacao
vacinal. Em outro estudo realizado em nosso laboratério, empregando o esporo de B.
subtilis em formulagdes vacinais contra tumores induzidos por HPV-16 utilizando
vacina de DNA pgDE7h administradas por via subcutanea, o efeito adjuvante observado
foi afetado pela concentracdo de esporos utilizada na formulacéo vacinal (105). Barnes
e colaboradores (99) demonstraram que o efeito adjuvante de esporos de B. subtilis
ocorre de forma dose-dependente. Nesse trabalho, o efeito adjuvante dos esporos foi
avaliado utilizando dois modelos antigénicos: o fragmento C do toxdide tetanico (TT) e
a ovoalbumina (OVA). Os resultados obtidos apds imunizacdo subcutanea ou por via
intranasal mostraram que a resposta celular e humoral foi aumentada proporcionalmente

a concentracdo de esporos coadministrados ao antigeno. Além disso, no regime vacinal
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por via intranasal, as repostas de anticorpos S-IgA especificos aumentaram juntamente
com a quantidade de esporos coadministrados. Desta forma, podemos observar que a
capacidade adjuvante dos esporos, pode ser influenciada pela quantidade de esporos,
capacidade antigénica do antigeno alvo, numero de doses, bem como pela via de
administracdo vacinal utilizada. Nossos dados demonstram que a via sublingual, embora
interessante pela possibilidade de inducdo de respostas imunoldgicas locais, ndo se
mostra adequada para a utilizacdo de esporos coadministrados como adjuvante para
vacinas baseadas em proteinas recombinantes.

Uma vez estabelecida a concentracdo de esporos a ser utilizada na formulacéo
vacinal, em uma segunda etapa avaliamos a a¢do adjuvante da toxina mutante LTK63
assim como a combinacdo de esporos e LTK63 sobre a resposta humoral sistémica
especifica para o antigeno Plsg.51,. Demonstramos que a administracdo da LTK63 foi
capaz de potencializar a resposta de anticorpos IgG e IgA antigeno-especifica em
comparagdo a formulacdo vacinal contendo o antigeno Plsg.s;; coadministrado com
esporo de B. subtilis. A combinacdo dos esporos e LTK63 ndo aumentou a reposta
especifica para a proteina Plsgs2 em relacdo aos animais imunizados apenas com a
LTK®63. Por outro lado, esporos inativados de B. atrophaeus em coadministragdo com
outro adjuvante, a saponina, foi capaz de duplicar os titulos de anticorpos gerados para
cada adjuvante individualmente em uma estratégia vacinal contra a raiva utilizando a
via intraperitoneal (uso veterinario) (106).

A administracdo da LTK63, além de potencializar a resposta humoral gerada nos
animais imunizados, foi capaz de modular o perfil de resposta induzindo um padréo de
resposta balanceado, demonstrado pela presenca das subclasses de 1gG, especificamente
IgG1 e 19gG2a e pelo perfil de secrecéo de citocinas Th1(INF-y) e Th2 (IL-6) . Dados da
literatura demonstram que os perfis de resposta induzidos pela administracdo de LT e
seus derivados podem ser influenciados pela via de administracdo, quantidade e
caracteristicas do antigeno alvo. As diferencas na modulacao de respostas imunoldgicas
pela LTK63 foram analisadas previamente e observou-se que, em doses altas, a LTK63
pode gerar um padrdo de resposta balanceado Th1/Th2, enquanto doses mais baixas
induzem preferencialmente uma resposta Thl (80,107). O padrdo de citocinas induzido
pela administragdo da LTK63 observado neste trabalho corrobora os dados da literatura
gue demonstraram a expressdo de citocinas, tais como IFN-y, IL-4, IL-5, IL-10 e
também IL-17, sendo esta ultima uma citocina tipica do padrdo de resposta Thl7
(104,108). Embora o papel das células Th17 nas respostas imunologicas induzidas apos
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vacinacdo nao seja totalmente compreendido, alguns estudos tem demonstrado que a
ativacdo desse perfil de resposta desempenha um papel importante na imunidade
protetora contra infecgOes bacterianas (109).

Estudos com esporos de B. subtilis demonstram que eles sdo capazes de induzir
um perfil de resposta Thl ou Th1/Th2 (88,94,110). Em nossa abordagem vacinal, os
esporos induziram maiores titulos de anticorpos IgG1l e também foram observadas
maiores quantidades de citocina IL-6 em sobrenadante de cultura de esplendcitos
estimulados, sugerindo que a modulacéo da resposta foi preferencialmente direcionada
para um perfil de resposta Th2. Com base nessa observacao, acreditamos que 0S esporos
sdo imunomoduladores flexiveis e que dependendo do antigeno coadministrado ou
mesmo da via de administracdo utilizada podem se desencadear repostas de diferentes
padrdes de ativacdo de linfocitos T CD4" auxiliadores (Th).

Poucos sdo os dados da literatura sobre a ativacdo de resposta Th17 por esporos
de B. subtilis. Em observacdes realizadas por Stasitoj¢ e colaboradores (111)
empregando estratégias contra Helicobacter pylori, administrada por via oral utilizando
esporos recombinantes, verificou-se a modulacdo da resposta humoral especifica
induzida para um perfil Thl e Thl7. Em outro estudo, onde os esporos foram
coadministrados com o antigeno ESAT-6; Rv3875 de Mycobacterium tuberculosis por
via subcutanea foi observado que ndo houve inducdo de niveis significativos de IL-17A
quando comparado ao adjuvante monofosforil lipideo A (MPL), amplamente utilizado
em estratégias vacinais contra a tuberculose (112). Esses dados sugerem que a producéo
da citocina IL-17 pode ser influenciada por diferentes fatores quando da utilizagéo de
esporos de B. subtilis, particularmente pela utilizacdo de esporos geneticamente
modificados.

Quando avaliamos o perfil de repostas induzidas em animais submetidos a
vacinas com a combinagdo dos dois adjuvantes (esporos e LTK63) coadministrados ao
antigeno observamos a modulacdo da resposta para um perfil Thi, visto a quantidade
expressiva de IFN-y produzido em relacdo a quantidade de IL-6. Também observamos
que a combinacdo dos adjuvantes foi capaz de aumentar a secrecdo da citocina IL-10,
gue normalmente esta associada a processos regulatorios da resposta imunologica. Esses
dados indicam que a incorporagao de esporos nédo foi capaz de aumentar a quantidade de
anticorpos induzidos, mas promoveu a modulacdo de pelo menos parte das respostas

imunolodgicas induzidas em animais submetidos a vacinacéo pela via sublingual.
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Observamos que além de estimular a producdo de anticorpos sistémicos o
regime vacinal sublingual com a Plsg.512, coadministrada com a LTK63 ou combinada
com os dois adjuvantes, foi capaz de estimular componentes do sistema imune de
mucosa. Para esses grupos vacinais, titulos semelhantes de anticorpos S-IgA foram
encontrados nas amostras de saliva. Esses dados sugerem o papel preponderante do
adjuvante LTK63 na modulacdo da resposta de anticorpos S-1gA especificos para o
antigeno P139.512 quando administrada pela via sublingual em combinag¢do com proteinas
recombinantes.

Os resultados apresentados neste trabalho corroboram outras estratégias vacinais
que empregaram CT ou LT como adjuvantes em abordagens vacinais contra a cérie
dental (85,113,114). Alguns estudos demonstraram que a utilizacdo de proteinas
recombinantes quiméricas construidas a partir da proteina P1 ou fragmentos, como a
proteina SBR, em combinacdo com CT ou derivados de LT, como LT-lla e LT-IlIb,
induzem repostas de anticorpos sistémicos e IgA secretores antigeno especifico ap6s
administracdo pela via intranasal. Zhao e colaboradores (113) observaram que, além de
modular as respostas de anticorpos, a combinacdo de proteina quimérica a partir da
fusdo da SBR com derivados de LT aumentou o ndmero de células B e de macréfagos
nas placas de Payer e nos linfonodos mesentéricos (MLN) de camundongos imunizados
pela via intragastrica. Smith e colaboradores (115), empregando como alvo vacinal
epitopos derivados da enzima glicosiltransferase de S. mutans em associacdo com uma
variante da LT, mostraram a inducdo de respostas de anticorpos IgA salivar, em niveis
semelhantes ao obtido com CT, apds imunizag&o intranasal.

A resposta de células plasmaticas secretoras de imunoglobulinas depende de
interleucinas especificas, tais como IL-4, IL-5 e IL-6 que induzem ativacdo, proliferacao
e diferenciacdo das células B. A IL-6 apresenta um papel critico sobre as respostas de
IgA nas secrecdes de mucosa (116-118). Nossos resultados demonstram que a
administragdo do adjuvante LTK63 induziu niveis aumentados dessa citocina. Esses
dados corroboram os resultados de respostas de células secretoras de IgA, em que o
adjuvante LTK63 induziu a maior ativacdo dessas células no bago de camundongos
imunizados. Entretanto, ndo observamos o mesmo perfil de resposta quando 0s esporos
foram combinados com a LTK63, uma vez que observamos menor nimero de células
secretoras de IgA ativadas quando comparado a administracdo da proteina com a
LTK63. Essa observagdo indica que, apds a administracdo pela via sublingual, a

utilizacdo de esporos combinados a vacina suprime as respostas locais de IgA.
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A correlacdo de células secretoras de IgA com as respostas de anticorpos
secretados em mucosa foram relatadas em diversos trabalhos (119-122). Russell e
colaboradores (116) avaliaram as respostas das células secretoras de IgM, 1gG e IgA nos
linfonodos drenantes da regido da cabeca e pescoco, em esplendcitos e em glandulas
salivares de camundongos Balb/c apds imunizacdo intranasal do antigeno I/11 (proteina
P1), conjugado ou ndo a subunidade B da toxina CT (Agl / 1I-CTB). Os resultados
demonstraram que a administragdo do antigeno induziu baixos niveis das células
secretoras de IgA em todos os sitios avaliados. No entanto, quando o antigeno era
conjugado a CTB os niveis das células secretoras de IgA aumentavam, principalmente
nas células das glandulas salivares. Apesar das estratégias serem diferentes, esses dados
corroboram nossos resultados, e confirmam o potencial adjuvante das enterotoxinas em
vacinas de mucosa.

Também avaliamos os aspectos qualitativos dos anticorpos gerados apds a
imunizacdo com as diferentes formulagfes pela via sublingual. Analisamos a
reatividade dos anticorpos quanto ao reconhecimento de epitopos conformacionais ou
lineares da proteina recombinante e também a afinidade desses para o antigeno. Os
anticorpos anti-Plsg.51, induzidos pelas formulagdes contendo esporos e/ou LTK63
foram capazes de reconhecer tanto epitopos conformacionais quanto lineares da proteina
recombinante, com maior prevaléncia para os Ultimos. Esses resultados corroboram
dados de Tavares e colaboradores (43) que demonstram comportamento semelhante
sobre o perfil de reatividade dos anticorpos especificos frente a epitopos da proteina
Pls9.512. Outra observacéo feita no presente estudo descreve o papel da coadministracao
de esporos na avidez dos anticorpos gerados frente ao antigeno vacinal. Apesar dos
esporos e LTK63 induzirem anticorpos que reconhecem de forma semelhante epitopos
da proteina recombinante Plsg.512, Observamos que a combinacdo dos dois adjuvantes
induziu a formacdo de anticorpos com maior avidez para 0 antigeno do que aqueles
gerados com LTKG63.

A ativacdo de células T em reposta a antigenos coadministrados com esporo ou
com as LTs sdo descritas em diferentes trabalhos (79,95,105,123). Entretanto em nossa
analise ndo encontramos células T CD4" ou T CD8" antigeno-especificas ativadas.
Esses resultados ndo descartam a ativacdo destas células pelas vacinas testadas. Uma
analise mais aprofundada de células extraidas de linfonodos drenantes pode ser uma

abordagem que demonstre de forma mais eficaz a ativagdo dos linfocitos T CD4" ou
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TCD8" pelas vacinas administras pela via sublingual ou mesmo a analise a partir de
outros ensaios experimentais como o ELISPOT.

Um dos mecanismos contra a colonizagdo por S. mutans é o reconhecimento de
regides funcionais da proteina P1 por anticorpos com capacidade de bloguear a adesao
do patogeno a pelicula adsorvida ao dente, especificamente os sitios de ligacdo a
glicoproteina salivar (SAG). O antigeno avaliado neste estudo apresenta um dos sitios
de ligacdo a SAG, identificado na porcdo N-terminal da proteina P1. Dessa forma,
avaliamos se anticorpos induzidos ap6s a Ultima dose vacinal seriam capazes de
reconhecer a proteina P1 nativa expressa na superficie de linhagens sorologicamente
distintas de S. mutans (sorotipo c, e e f). Observamos que as estratégias utilizadas
induziram anticorpos capazes de reconhecer a proteina P1 nativa expressa nas linhagens
de S. mutans avaliadas. Entretanto, observamos que a coadministragdo com o adjuvante
LTK63 aumentou de forma significativa a reatividade dos anticorpos frente a proteina
P1 nativa. Esses resultados demonstram que o uso de LTK63 em vacinas contra a carie
dental quando administrada pela via sublingual pode aumentar a producgéo de anticorpos
com capacidade de interferir no primeiro estagio de adesdo do patogeno a pelicula
dental.

Na segunda etapa do projeto analisamos se a modulagéo dos esporos sobre o
antigeno poderia ser influenciada pela quantidade do antigeno presente na formulacao
vacinal. Dessa forma, mantivemos o mesmo regime vacinal de trés doses por via
sublingual, porém aumentamos em 10 vezes a quantidade do antigeno administrado. O
efeito adjuvante dos esporos sobre a resposta imunolégica humoral, foi analisada a
partir das respostas de anticorpos séricos IgG anti-Plzss;, € também por meio da
avaliacdo da ativacdo de respostas de mucosa. Os resultados demonstraram que o efeito
da proteina administrada € equivalente ou supera a resposta induzida na presenca de
esporos. Esses resultados sugerem que a atividade adjuvante induzida pelos esporos esta
diretamente relacionada com a quantidade do antigeno empregada na formulacéo, visto
que o efeito adjuvante dos esporos foi limitada a condi¢des que empregaram menores
quantidades de proteina recombinante. Além disso, a auséncia do efeito adjuvante dos
esporos na segunda estratégia vacinal também se refletiu na avidez dos anticorpos ao
antigeno bem como na ativacdo das células secretoras de IgA. Por outro lado, embora a
presenca de esporos na formulacdo néo tenha sido capaz de modular quantitativamente
as respostas de anticorpos sistémicos, eles levaram a uma mudanga no perfil de secrecéo

de citocinas, com niveis mais elevados das citocinas IFN-y, IL-6, e IL-17.
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O aprimoramento de estratégias vacinais por meio do uso de adjuvantes é um
aspecto fundamental para o desenvolvimento de vacinas de mucosa. No presente
trabalho demostramos que o uso da LTK63 coadministrada ao antigeno Plsg.si; foi
capaz de aumentar e modular as respostas de anticorpos sistémicos antigeno-especificos
bem como a resposta de anticorpos de mucosa, como medido pelo nimero de células
secretoras de IgA antigeno-especifico. No entanto, nossos dados indicam que, pela via
sublingual, a adi¢do de esporos a formulagdo vacinal ndo melhorou, tanto em termos
quantitativos como qualitativos, as respostas imunologicas induzidas. Tais resultados
trazem mais informacdes sobre o uso de adjuvantes pela via sublingual e abrem
perspectivas relacionadas ao uso da LTK63 como adjuvante em abordagens vacinais

contra a carie dental.
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A proteina Plsesip, Utilizada como antigeno alvo, apresentou baixa
imunogenicidade quando administrada por via sublingual em camundongos. No
entanto, quando associada aos adjuvantes, foram observadas respostas de
anticorpos sistémicos especificos para o antigeno.

O adjuvante LTK36 foi capaz de induzir os maiores titulos de anticorpos
antigeno-especificos e desencadear respostas de mucosa com inducdo de
anticorpos S-IgA em amostras de saliva.

A combinacdo dos esporos ndo aumentou a magnitude das respostas de
anticorpos sistémicos e secretores quando comparada a administracdo da Plzg.s12
+ LTKG3.

A administracdo da proteina Plsg.s;, em combinacdo com LTK63 induziu
respostas de anticorpos com capacidade de reconhecer a proteina P1 nativa na
superficie de diferentes linhagens de S. mutans.

Nas condicOes avaliadas ndo foram detectadas respostas de células T CD8" ou T
CD4" ativadas especificas para o antigeno em animais imunizados pela via
sublingual com as diferentes formulages testadas.

Os resultados obtidos abrem perspectivas para 0 uso da LTK63 como adjuvante
em imunizacdes pela via sublingual com antigenos de S. mutans em estratégias

direcionadas para o controle da carie dental humana.
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