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RESUMO

SILVA, D. A. Desenvolvimento de uma estratégia vacinal dose-reforco heterélogo
baseada em linhagens recombinantes de Bacillus subtilis para controle do
Streptococcus mutans. 84 f. Dissertacdo (Mestrado em Microbiologia) — Instituto de
Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, S&o Paulo, 2017.

A cérie dental € uma doenca bacteriana infecciosa considerada como um dos principais
problemas de satde publica. O principal agente etioldgico para o desenvolvimento da
doenca € o Streptococcus mutans. A proteina P1, também conhecida como antigeno I/11,
do S. mutans é fundamental para a etapa inicial de adeséo a superficie dental (sacarose-
independente), sendo, portanto, considerada essencial para o processo de colonizacéao
deste patdgeno. Algumas regibes dessa proteina vém sendo empregadas como antigenos
em estratégias vacinais contra a carie, entre elas a regido A, localizada na por¢cdo N-
terminal, conhecida como regido de ligacéo a saliva Saliva Binding Region (SBR). No
entanto, apesar dos avangos, ndo existe vacina para a prevencdo da céarie licenciada para
uso em humanos. Diante disso, o presente trabalho tem como objetivo o
desenvolvimento e caracterizacdo de uma nova estratégia vacinal contra o S. mutans
baseada em esquema de dose-refor¢o heterdlogo, utilizando o fragmento Plsgsip, Na
forma de proteina purificada, expressa a partir de linhagens recombinantes de Bacillus
subtilis. A proteina Plsg.51, compreende os aminoécidos 39-512 da proteina nativa, 0
que corresponde a toda regido A e uma pequena porcao da regido variavel da proteina
P1. Utilizamos esporos de B. subtilis 1012, modificados para expressar o antigeno Plsg.
512 (LDV702. A linhagem LDV704, além de expressar o antigeno, foi modificada para
expressar uma invasina (InvA) com capacidade de se ligar a epitélios de mucosa.
Camundongos da linhagem BALB/c foram imunizados por via sublingual com uma
dose de esporos de B. subtilis (linhagens 1012, LDV702, LDV704 ou PBS) seguidos
por dois reforcos com a proteina Plsg.51, associada ou ndo com o adjuvante LTK63.
Niveis significativos de anticorpos séricos foram induzidos pelas formulagGes em
associacdo com o adjuvante apds a terceira dose, e mostraram-se capazes de reconhecer
os epitopos em diferentes linhagens de S. mutans. No entanto, nenhuma das
formulacBes mostrou-se capaz de ativar respostas de mucosa (S-IgA). Porém,
observamos que o adjuvante LTK63 empregado na estratégia dose-reforco heterdlogo
potencializou a resposta sérica de anticorpos 1gG, sendo capaz de modular e melhorar
qualitativamente as respostas induzidas. Assim, a administracdo das formulagfes na
presenca do adjuvante representa uma alternativa promissora para o controle do S.
mutans.

Palavras-chave: Streptococcus mutans, carie dental, vacinas de mucosa, Bacillus
subtilis, imunizacdo sublingual, regime vacinal dose-reforgo heterdlogo.



ABSTRACT

SILVA, D. A. Development of a heterologous reinforcement dose vaccine strategy
based on recombinant strains of Bacillus subtilis for the control of Streptococcus
mutans. 84 p. Thesis (Master’s Degree in Microbiology) — Institute of Biomedical
Sciences, University of Sao Paulo, Sao Paulo, 2017.

Dental caries is an infectious bacterial disease considered as one of the main public
health problems. The main etiological agent for the development of the disease is the
Streptococcus mutans. The P1 protein, also known as S. mutans Ag | / Il antigen, is
essential for the initial stages of adhesion to the dental surface (sucrose-independent)
and is, therefore, considered essential for the colonization process of this pathogen.
Some regions of this protein have been used as antigens in vaccine strategies against
caries, among them the A region, located at the amino terminal region also known as the
Saliva Binding Region (SBR). However, despite the advances, there is no licensed anti-
caries vaccine for human use. Therefore, the present work aims to develop and
characterize a new vaccine strategy against S. mutans based on a heterologous
priming/boost immunization regimen using the recombinant Plsgs;, fragment,
expressed and purified from a Bacillus subtilis strain. The Plsq.5:, protein comprises
amino acids that encompasses the entire A region and a small portion of the variable
region of the Pl protein. We used spores of B. subtilis 1012 (wild-strain) and
recombinants that were modified to express the antigen P1lsg.512 (LDV702). In addition
to express the antigen, the LDV704 strain was modified to express a surface-exposed
bacterial invasin (InvA) capable of binding to the mucosal epithelia. BALB/c mice were
primed via the sublingual route with a dose of B. subtilis spores (1012, LDV702, or
LDV704 strains) followed by two boosting doses with the purified protein Plsg.s:o,
associated or not with the LTK63 adjuvant, by the same administration route.
Significant serum antibody levels were induced by the formulations with the adjuvants
after the third dose and the antibodies were shown to recognize epitopes exposed on the
surface of different S. mutans strains. However, none of the formulations were capable
to activate mucosal responses (S-IgA). Nevertheless, we observed that the LTK63
enhanced the serum 1gG responses and qualitatively improved the induced antibody
response. Thus, the administration of the formulations in the presence of the adjuvant
represents a promising alternative for the control of S. mutans.

Key words: Streptococcus mutans, dental caries, mucosal vaccines, Bacillus subtilis,
sublingual immunization, prime-boost immunization regimen.
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1.1 A carie dental e o Streptococcus mutans

A cérie € uma doenca oral de carater cronico e infeccioso, definida pela
Organizacdo Mundial de Saiude (OMS) como um dos principais problemas de salde
publica no mundo (PETERSEN, 2003; WORSLEY et al., 2016). Essa doenca atinge
paises subdesenvolvidos ou mesmo aqueles mais desenvolvidos, sendo as populacdes
mais desfavorecidas as mais afetadas. Os principais grupos afetados sao criancas na fase
escolar e, em paises industrializados, cerca de 60 a 90% desse grupo populacional é
atingido assim como a maior parte dos adultos (PETERSEN, 2003; TAUBMAN;
NASH, 2006). A cérie dental resulta do processo de descalcificacdo do tecido rigido do
dente, ocasionado pela presenca de A&cidos gerados por bactérias fermentadoras
existentes no biofilme dental. A evolucéo clinica da doenca esta relacionada com a
associacao de varios fatores incluindo héabitos do hospedeiro, dieta rica em carboidratos
bem como, a microbiota oral com predominancia em espécies cariogénicas, esse
conjunto de fatores associados com o tempo, acarreta no estabelecimento e geracdo da
carie dental (IDONE et al.,, 2003; TAUBMAN; NASH, 2006; SHIVAKUMAR;
VIDYA; CHANDU, 2009; KOO et al., 2010; HUIMIN, 2013).

Varios microrganismos orais estdo envolvidos na formacdo da placa dental,
dentre os quais, bactérias do género Streptococcus sdo consideradas percussoras no
desenvolvimento da doenga, sendo a espécie, Streptococcus mutans um dos patégenos
mais identificados em isolados clinicos de lesfes cariosas. S. mutans € uma bactéria
gram-positiva com formato de coco que tem como habitat natural a cavidade oral
humana. Esse patdgeno dispde de caracteristicas fisiopatoldgicas Unicas, como a
eficiéncia em aderir a superficie dental bem como a capacidade de produzir acidos e de
sobreviver em ambiente acido, que o torna um dos principais agentes etioldgicos da
carie dental em humanos (BANAS, 2004; TAUBMAN; NASH, 2006; KOO et al.,
2010; LEMOS et al., 2013).

Uma vez que o S. mutans foi isolado e identificado como o principal agente
etioldgico para o desenvolvimento da carie dental em humanos (JORDAN; KRASSE;
MOLLER, 1968; LEHNER et al., 1981; CLARK; HIRST; JEPSON, 1998), medidas
preventivas incluindo a remoc¢do da placa dental, uso do fllor em &gua potavel e em
produtos de higiene, tem sido empregadas para controle do patdgeno
(BALAKRISHNAN; SIMMONDS; TAGG, 2000; LEVINE; OWEN; AVERY, 2005).
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Embora tenha reduzido os numeros de casos da doenca na populacéo, esses tratamentos
possuem um custo muito alto e a implementacdo dessas praticas em populacdes de
baixa renda os tornam inviaveis. (BANAS, 2004; TAUBMAN; NASH, 2006;
SHIVAKUMAR; VIDYA; CHANDU, 2009).

1.2 Antigenos vacinais contra a carie dental

A concepcdo de vacinas conta a carie dental foi estabelecida antes mesmo da
descoberta do S. mutans como agente primario para o desenvolvimento da placa
dentaria ( CHALLACOMBE; CALDWELL, 1980). A vacinacdo constitui o método
preventivo mais adequado para controle dessa doenga. Entretanto, ainda ndo existe
nenhuma vacina licenciada disponivel para humanos que atue na prevengdo contra essa
infeccdo (HUIMIN, 2013). Em diversos estudos, o principal alvo empregado nas
estratégias tem sido o mecanismo primario de adesdo utilizado pelo S. mutans
(BALAKRISHNAN; SIMMONDS; TAGG, 2000; ZHANG, 2013).

A aderéncia do S. mutans a superficie dental constitui o primeiro passo para o
estabelecimento da cérie dental. Esse processo ocorre essencialmente em duas etapas. A
primeira etapa consiste na ligacdo entre a proteina P1 também denominada de antigeno
I/11, antigeno B, ou PAc a receptores glicoproteicos, como a glicoproteina 340 (gp340),
que se encontram dispostos na pelicula adquirida adsorvida ao dente. Esse, primeiro
estagio é independente de sacarose, e considerado reversivel. Por outro lado, a segunda
etapa, trata-se de um processo complexo e irreversivel, o qual necessita de sacarose para
a producdo de polissacarideos extracelulares (glucanos), que uma vez formados
interagem com as proteinas de superficies do patdgeno, como as proteinas ligadoras de
glucanos (Gbps) e as glicosiltransferases (GtfBs) que tem por consequéncia depdsito de
massa bacteriana na superficie do o dente, gerando o biofilme dental (BANAS, 2004;
TAUBMAN; NASH, 2006; BRADY et al., 2010; KOO et al., 2010). Uma das primeiras
estratégias vacinais desenvolvidas contra a carie dental ocorreu na década de 1970 onde
varios pesquisadores (TALBMAN; SMITH, 1974; MCGHEE et al., 1975) empregaram
como antigeno alvo, o patdgeno inteiro (S. mutans) por via subcutdnea ou glandulas
salvares em modelos murinos, com a finalidade de desenvolver uma resposta protetora
contra a doenca. Os resultados obtidos por esse tipo de imunizacdo foram promissores
uma vez que foram capazes de reduzir de forma significativa a colonizagao oral pelo S.

mutans. Porém outras pesquisas evidenciaram que essa estratégia poderia induzir
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anticorpos com reatividade cruzada com fibras cardiacas de humanos e também de
coelho (VAN DE RIJN; BLEIWEIS; ZABRISKIE, 1976; HUGHES et al., 1980). Sendo
assim, para a continuagdo das buscas por novas estratégias o foco principal das vacinas
contra a carie passou a ser restrito a proteinas, fragmentos ou peptideos originarios dos
principais fatores de viruléncias do S. mutans envolvidos no mecanismo de
patogenicidade, em especial aqueles derivados da proteina P1 que participa da primeira
etapa da colonizacdo (BRADY et al., 2010; ZHANG, 2013).

A proteina P1 do S. mutans possui 185 kDa e é considerada a maior proteina
adesiva existente na superficie deste patogeno. Esse antigeno também se encontra
distribuido em todos estreptococcos orais como também, foi identificado em outras
espécies ndo orais, como S. pyogenes e S. agalactiae (MA et al., 1990; BRADY et al.,
1992; JENKINSON; DEMUTH, 1997). Ao longo de toda a sequéncia primaria dessa
proteina sdo identificadas seis regides. A primeira delas corresponde a um peptideo
sinal, em seguida encontra-se uma regido rica em alanina, referida como regido A. Uma
regido P rica em prolina, uma sequéncia transmembrana e um motivo LPXTG para
ancoragem da proteina a parede celular, e, além disso, existe também uma pocdo V
denominada regido variavel que se encontra localizada entre as regides A e P onde
existe maior variabilidade da sequéncia da proteina P1 entre as espécies de S. mutans. A
forma terciaria dessa proteina possui uma estrutura fibrilar alongada com o tamanho
aproximado de 50 nm. Nessa estrutura a regido A esta disposta em a-hélice entrelacada
com a regido P, também uma a-hélice, e na extremidade superior se encontra a regido V
que se dobra em forma globular (Figura 1 B). (BRADY et al, 1992;
HAJISHENGALLIS; KOGA; RUSSELL, 1994; SULLAN et al., 2015).

Ao longo de varias décadas, diversos estudos realizados em modelos animais
(primatas ndo humanos e murinos) demonstraram o potencial antigénico da proteina P1
de S. mutans em ensaios de imunizacfes ativa contra a carie. Em muitos desses
estudos, foi verificado que a geragcdo de anticorpos protetores direcionados contra a
adesina P1 leva ao bloqueio do processo de adesdo e, consequentemente, a prevencédo
do desenvolvimento da céarie dental. O efeito protetor dos anticorpos gerados por esses
ensaios foi também evidenciado por meio de imunizagBes passivas, em primatas nao
humanos e também em testes clinicos. Nesses estudos verificou-se uma reducdo da
colonizacao do patogeno na superficie do dente por um longo periodo. I1sso demonstra a

relevancia da utilizacdo dessa proteina como candidato promissor em estratégias
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vacinais contra a carie (LEHNER; CHALLACOMBE; CALDWELL, 1980; LEHNER
etal., 1981; TAUBMAN; NASH, 2006; ROBINETTE et al., 2011).

Além do antigeno P1 inteiro, outros pesquisadores resolveram investir em
regides especificas dessa proteina, conhecidos como sitios ou dominios de ligacdo. Um
desses sitios compreende a regido A, essa porcdo é formada por trés sequéncias
repetidas de alanina, duas completas e uma incompleta e se encontra localizada na
por¢do amino-terminal da proteina P1 (CROWLEY et al., 1993; HAJISHENGALLIS;
KOGA,; RUSSELL, 1994; MOISSET et al., 1994; LARSON et al., 2010). Essa porcao
foi denominada regido de ligacdo a saliva (Saliva-Binding Region — SBR) engloba um
sitio de ligacdo a receptores presente na saliva. Esse fragmento é considerado uma das
sequéncias de extrema importancia no processo inicial de adesdo do patdégeno na
pelicula salivar aderida ao dente, e consequentemente, no desenvolvimento da carie
dental. Desta forma, varios estudos tém investido nessa regido como possivel candidato
em estratégias vacinais contra a cérie dental (NAKAI et al., 1993).

A SRB quando empregada em ensaios de imunizagdo por via de mucosa se
mostrou um potente antigeno vacinal com geracao de imunidade protetora contra a carie
dental (HAJISHENGALLIS; RUSSELL; MICHALEK, 1998). Mais tarde, Huang e
colaboradores (2001), utilizando o0 mesmo fragmento expresso em Salmonella foi capaz
de induzir respostas sistémicas e de mucosa efetivas contra o S. mutans (HUANG;
HAJISHENGALLIS; MICHALEK, 2001).

Em estudos recentes desenvolvidos pelo nosso grupo de pesquisa, um fragmento
derivado da por¢do amino terminal da proteina P1 foi caracterizado quanto as suas
propriedades imunoldgicas e indicado como candidato alvo em estratégias vacinais
contra a carie. Esse fragmento abrange toda a regido A rica em alanina e uma pequena
fracdo variavel (regido V) que engloba os aminoacidos de 39-512 e foi denominado
como Plsg.512 (Figura 1 A) (TAVARES et al., 2010). Em outros estudos, o emprego do
fragmento P139.51, 0u @ SBR, coadministrada a moléculas imunomoduladoras flagelina,
alimen, toxina termolabel (LT), toxina colérica (CT) e derivados de ambos em
imunizacOes por via de mucosa (oral ou nasal), foi capaz de induzir respostas humorais
sistémicas e de mucosa contra carie ( BATISTA et al., 2014; HAJISHENGALLIS et al
1998; LEHNER ; RUSSELL; 1978; MICHALEK, 1998).
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Figura 1 - Representacdo esquematica da proteina P1. Sequéncia primaria da proteina P1 de S. mutans,
demonstrando as seis regifes distintas que compreendem essa proteina. Em destaque, o fragmento P1lsg.
512 (A). Estrutura terciaria da proteina P1 contendo seus principais dominios (B).

Fonte: Ambas as figuras foram modificadas dos esquemas desenvolvidos por (ROBINETTE et al., 2011,
2014)

1. 3 Resposta protetora e vias de mucosa.

O conhecimento prévio do tipo de resposta especifica contra agentes patogénicos
¢ de extrema importancia para o desenvolvimento de uma vacina efetiva. Pois,
dependendo do tipo de resposta protetora, a administracao de vacinas sera eficaz quando
essas forem administradas em locais referidos como porta de entrada do patdgeno.
Sabe-se que o tipo de resposta imune requerida para a protecdo contra a cérie dental é
principalmente aquela que envolve a producdo de IgA secretor (S-IgA). Outro tipo de
resposta também associada a protecdo contra a carie € o IgG, proveniente do fluido
crevicular gengival. Ambas as respostas (IgA de mucosa e IgG) quando induzidas tém
acesso direto a superficie dental e sdo capazes de interferir no processo de adesdo, como
por exemplo, o blogueio da ligacdo das proteinas adesivas ao dente. Apds o
conhecimento da resposta protetora e 0s mecanismos de patogenicidade do S. mutans no
desenvolvimento da carie, as vias de entregas de vacinas contra esse patdgeno passaram
a ser repensadas, dando prioridade as vias de mucosa, como as vias oral, nasal e, mais
recentemente a via sublingual (LEHNER; CHALLACOMBE; CALDWELL, 1980;
RUSSELL; CHALLACOMBE; LEHNER, 1980; MICHALEK; CHILDERS, 1990;
SHIVAKUMAR; VIDYA; CHANDU, 2009; FERREIRA et al., 2016).

A entrega de vacinas por vias de mucosa constitui um meio eficaz para indugao

de respostas imune protetora contra diferentes doencas infecciosas, cuja patogenicidade
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se inicia em regides da mucosa. Ao contrario das vias parenterais, as vias de mucosa sdo
capazes de estimular respostas especificas locais consideradas importantes para o
blogueio da entrada dos patdgenos, como a secre¢do de IgA, mas também respostas
sistémicas. As estratégias vacinais de mucosa envolvem processos ndo invasivos, além
disso, a entrega de vacinas por essa via oferece varias vantagens ao paciente, como a
auséncia de dor ou incdmodo durante os procedimentos. Essa via também evita os
riscos de transmissdo de doengas durante os procedimentos de inoculagdo e ndo ha
necessidade de um profissional treinado para aplicacdo, logo ha uma maior
aceitabilidade por parte da populacio (LINTERMANS, P.; DE GREVE, 1995;
LAVELLE; O’HAGAN, 2006). Entretanto, vacinas de subunidades empregando
fragmentos especificos de um patégeno, como a P1, tém como caracteristica uma
reduzida imunogenicidade quando administrada por via de mucosa. 1sso ocorre devido a
perda de moléculas imunoestimulatorias conhecidas como PAMPs (do inglés
“Pathogen-associated molecular pattern molecules™) que estdo naturalmente presentes
na estrutura do patégeno e sdo importantes para ativacdo de células do sistema
imunolégico (LAVELLE; O’HAGAN, 2006). Além disso, esses antigenos quando em
ambientes de mucosas podem ser degradados ou mal absorvidos/processados pelas

células imunolégicas locais.

1.4 Veiculos vivos vacinais

Um método alternativo para a entrega de antigenos € a utilizacdo de veiculos
vacinais vivos empregando microrganismos geneticamente modificados, incluindo
virus, leveduras ou bactérias (RUSSELL; CHALLACOMBE; LEHNER, 1980;
LINTERMANS, P.; DE GREVE, 1995; WELLS et al., 1996; LILJEQVIST et al.,
1999). A maioria dos vetores utilizados para entrega de antigenos por vias de mucosa
exercessem fungdes como a protecdo do antigeno durante o trafego gastrointestinal ou
vias respiratorias, direcionamento do antigeno alvo para locais especificos na mucosa,
ou até mesmo atuar como adjuvantes (LINTERMANS, P.; DE GREVE, 1995; APS et
al., 2015). Em se tratando do emprego de bactérias recombinantes como vetores de
entrega de antigenos, espécies bacterianas referidas como patogénicas atenuadas
incluindo Salmonella, Literia monocytogenes, M.bovis, Micobacteriumtuberculosis,
foram bem sucedidas e utilizadas em estratégias vacinais ao longo do tempo
(LINTERMANS, P.; DE GREVE, 1995). No entanto, esses modelos de entrega de
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antigenos podem possibilitar a reversdo da atenuacdo, sendo assim necessario a busca
por modelos mais seguros. A utilizacdo de bactérias ndo patogénicas como o
Lactobacillus spp., Lactococus lactis, e o Bacillus subtilis, se destaca como um dos
modelos que oferecem vantagens de uso em estratégias vacinais (WELLS et al., 1996;
ISTICATO et al., 2001; DUC et al., 2003).

B. subtilis € um bacilo gram-positivo, ndo patogénico e formador de esporos,
considerado a forma de vida mais resistentes do planeta. E classificada como uma
espécie segura, sendo nomeada com status de GRAS (do inglés “generally regorded as
sarfe ) pelo FDA americano. Os esporos de B. subtilis possuem um historico relevante
em varias areas de pesquisa, sendo utilizados na industria para producdo de enzimas,
bioindicadores em processos de esterilizacdo, além de serem comercializados como
probidticos para humanos e animais domesticados. Linhagens de B. subtilis sdo
candidatas ao desenvolvimento de estratégias vacinais, seja na producdo de antigenos
recombinantes ou como veiculo vacinal para a entrega de antigenos, que podem ser
expressos tanto na forma vegetativa (no meio intracelular) quanto na forma de esporos
(fusionado a proteinas nativas da capa do esporo). Na producdo de proteinas
heter6logas, um dos destaques das linhagens de B. subtilis é a auséncia da membrana
externa, assim, toda proteina secretada pode ser colhida diretamente do meio de
crescimento. Outro ponto importante é a auséncia de LPS. Logo ha uma reducdo no
tempo e também no custo do processo de purificacdo para obtencdo do antigeno alvo.
Além disso, com a seguranca e a capacidade de esporular, a estocagem, preservacao e
transportes das vacinas deixam de ser um fator preocupante. Essas caracteristicas tém
despertado o interesse de alguns pesquisadores pela utilizacdo de esporos de B. subtilis
como candidatos para entrega de antigenos vacinais, principalmente por vias de mucosa
(RUSSELL; CHALLACOMBE; LEHNER, 1980; HUANG; HAJISHENGALLIS;
MICHALEK, 2001; DUC et al., 2003; FERREIRA; FERREIRA; SCHUMANN, 2005;
DE SOUZA et al., 2014)

No inicio do uso dos esporos de B. subtilis como veiculo de entrega era possivel
observar duas estratégias para a expressdo dos antigenos alvos. Na primeira delas
denominada de modelo “OUT”, a proteina de interesse é fusionada as proteinas que
revestem a superficie da capa do esporo, principalmente a CotB, CotC, ou CotG
(ISTICATO et al., 2001; DUC et al., 2003; MAURIELLO et al., 2004). Na segunda
estratégia, a proteina alvo € expressa sob o controle de um promotor (PgsiB), sendo

produzida quando a bactéria estiver no estagio vegetativo apos a germinagéo do esporo,
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estratégia que ficou conhecida como modelo “IN” (PACCEZ et al., 2006). Em alguns
trabalhos, ambas as estratégias, quando administrados por vias de mucosas,
promoveram uma boa apresentacdo dos antigenos ao sistema imunoldgico com a
inducdo de anticorpos especificos sistémicos ou de mucosa (IgA fecal) (DUC et al.,
2003; SCHUMANN, 2007; LUIZ et al., 2008). De forma contraditoria, em outros
trabalhos, a administracdo B. subtilis na forma de esporos ou células vegetativas por via
oral demonstrou uma baixa eficiéncia na ativacdo da resposta imunoldgica contra o
antigeno alvo carregado (FERREIRA; FERREIRA; SCHUMANN, 2005). Uma das
explicacOes para esse fendmeno consiste na rapida passagem dos esporos pelo trato oral,
e, por consequéncia, uma reduzida exposicdo do antigeno carregado ao sistema imune
associado ao trato gastrointestinal (GALT) (TAVARES BATISTA et al., 2014)

Além disso, outra possibilidade que merecem ser ressaltada é a ocorréncia da
tolerancia imunologica devido a frequente exposicao aos esporos presente no solo e em
alimentos. Uma estratégia desenvolvida para solucionar questdes como essas, e que vem
demonstrando bons resultados, tem sido o emprego de proteinas bacterianas com
propriedades adesivas e especificas para receptores de células presentes no tecido de
mucosas (CLARK; HIRST; JEPSON, 1998; CRITCHLEY-THORNE; STAGG;
VASSAUX, 2006).

Com base nessas evidéncias, e com o intuito de melhorar a eficiéncia de entrega
de antigenos vacinais por vias de mucosa, nosso grupo de pesquisa descreveu uma nova
estratégia baseada em formas recombinantes de esporos de B. subtilis empregando as
duas abordagens (“OUT” ¢“IN”) concomitantemente (PACCEZ et al., 2006; BATISTA
et al., 2014). Nessa estratégia, os esporos de B. subtilis foram manipulados
geneticamente para expressar uma proteina adesiva de origem bacteriana (SIpA do
Lactobacillus brevis) ou a invasina (InvA) de Yersinia pseudotuberculosis. Em uma
segunda etapa, 0s esporos de B. subtilis foram geneticamente modificados para
expressar 0 fragmento Plsgs1, de S. mutans ap6s a germinacdo. Como resultado dessas
construcdes, foi observado que os esporos adesivos de B. subitilis, em particular a
linhagem expressando a invasina (InvA) denominada de LDV704, persistiram por mais
tempo durante a passagem pelo trato gastrointestinal quando administrados por via oral
em modelo murino. Além disso, quando esses esporos foram administrados por
diferentes vias de mucosa (sublingual e intranasal) foi possivel observar um aumento da
resposta de anticorpos Pl3q.51, — especificos (TAVARES BATISTA et al., 2014).
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A linhagem LDV704 contém a sequéncia completa da InvA de Yersinia
pseudotuberculosis. Essa proteina possibilita a aderéncia e, em sequéncia, a
internalizacdo da bactéria no meio intracelular, por meio da afinidade de ligacéo
especifica a receptores Bl de integrina que estdo presentes em superficies de células M
de mucosa (YOUNG; FALKOW; SCHOOLNIK, 1992).

Outra alternativa importante utilizada em estratégias de subunidades € a
coadministracdo dessas formulagdes a compostos com propriedades imunomoduladoras
com capacidade de potencializar ou modular a resposta imunolégica contra o antigeno
alvo (PULENDRAN; AHMED, 2006). Estes compostos sdo conhecidos como
adjuvante palavra originaria do latim “adjuvare” que se refere a “ajudar”
(PULENDRAN; AHMED, 2006). A toxina LT (enterotoxina termo-labil), produzida
por algumas linhagens de Escherichia coli enterotoxigéncia, representa um dos
adjuvantes mais potentes coadministrados a antigenos vacinais por vias de mucosa. No
entanto, por se tratar de uma molécula tdxica, sua utilizagdo em formulacGes vacinais
voltadas para humanos, torna-se inviavel. Desta forma, diferentes mutantes de LT em
condicdes laboratoriais foram produzidos com a finalidade de diminuir o efeito toxico,
porém, mantendo o efeito adjuvante. O mutante LTK63 é um exemplo que apresenta
caracteristicas estruturais da toxina parental, mas sua atividade enzimética é
completamente abolida, tornando-a atoxica. Estudos anteriores demonstraram que o
variante atoxico LTK63 é um forte candidato a adjuvante de mucosas, capaz de
estimular resposta protetora humoral e celular (PALMA et al.,, 2008; ERUME;
PARTIDOS, 2011).

Embora, as imunizagdes com 0s esporos recombinantes, ou a presenca de
adjuvantes em doses homdlogas por vias de mucosa, tenha demonstrado eficiéncia na
ativacdo de respostas sistémicas efetivas, essas abordagens ainda se mostram ineficazes
na ativacdo e manutencdo de anticorpos protetores, como é o caso do IgA secretoria nos
sitios de mucosa. Esses episddios consistem nos principais obstaculos evidenciados nas
pesquisas para aquisicdo de uma vacina eficaz contra a carie dental. Para reverter essas
situagcBes, novas abordagens de administracbes sdo necessarias. A estratégia de
imunizacdo sensibilizacdo e reforco (prime-boost) heterdlogo, descrita inicialmente em
1993, baseia-se na estimulagdo do sistema imune mediante a administracdo do antigeno
alvo por duas formas distintas, onde na primeira dose “prime” o sistema imune é
estimulado por acdo do antigeno associado a um vetor e, na segunda dose, 0 “boost”

emprega o antigeno no contexto de uma formulacéo distinta. Na maioria das vezes essa
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estratégia demonstra ser bem mais eficiente para ativacdo do sistema imune em relagédo
aos regimes homdlogos tradicionalmente utilizados em vacinas sensibilizacéo e refor¢o
(Lletal., 1993; LU, 2009).

A estratégia dose-reforco heterologa, permite a combinacdo de diversas formas
de apresentacdo do antigeno em um mesmo regime vacinal, (HU et al., 1992; LASARO
et al., 2005; DE ALENCAR et al., 2009; RIGATO et al., 2011) Em trabalho realizado
por Ciabattini e colaboradores (2004), um regime vacinal do tipo “prime-boost”
heter6logo, cujo “prime” foi realizado com esporos de B. subtilis como veiculo vacinal
vivo, capaz de expressar o fragmento C da toxina tetanica por via de mucosa oral, e 0
“boost” consistia na administracdo do mesmo antigeno em sua forma purificada, por via
parenteral (subcutanea) resultou em respostas imunoldgicas antigenos-especificas locais
e sistémicas compativeis com o correlato de protecdo previsto para esta toxina. Apesar
de promissor, o regime ‘“prime-boost” heterdlogo ainda ndo foi explorado com
antigenos recombinante da proteina P1 de S. mutans, e poderia ser uma boa alternativa
para entrega dos antigenos por vias de mucosa em estratégias vacinais contra a carie.

Com base no exposto, o0 objetivo deste trabalho foi desenvolver e caracterizar
uma nova estratégia vacinal de mucosa do tipo “prime-boost” heterélogo contra o S.
mutans. Nessa estratégia utilizamos como antigeno alvo a proteina recombinante P13g.
512, Sendo ela administrada na forma de esporos de B. subtilis e na forma de proteina

purificada na presenca ou auséncia do adjuvante LTK63 por via sublingual.



2 OBJETIVOS
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2.1. Objetivo geral

Desenvolver e caracterizar uma nova estratégia vacinal em esquema dose-

reforco heter6logo por via de mucosa, empregando como estimulo inicial os esporos de

B. subtilis, capazes de expressar a proteina recombinante Plsg.5:, € a proteina Plsg.sio

purificada, como reforgo, com ou sem a associacdo do adjuvante LTK63.

2.2. Objetivos especificos

Expressdo da proteina recombinante Plsg.s;o, Utilizando o sistema de expressdo
baseado na linhagem de B. subtilis LDV701, e subsequente purificacdo da proteina

por meio da técnica de cromatografia de afinidade.

Expressdo e purificacdo da proteina LTK63, utilizando sistema de expressdo

baseado em linhagens recombinantes de E. coli.

Producdo dos esporos de B. subtilis pela linhagem selvagem 1012 e dos
recombinantes LDV702 e LDV704, utilizando a técnica de esporulagdo por

exaustdo de nutrientes.

Caracterizacdo das respostas imunol6gicas induzidas apds administracdo por via
sublingual em camundongos fémeas da linhagem BALB/c.

Analisar a funcionalidade dos anticorpos gerados frente ao reconhecimento da

proteina nativa expressa na superficie de diferentes linhagens de S. mutans.



3 MATERIAL E METODOS
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3.1 Linhagens bacterianas empregadas

LINHAGENS DESCRICAO REFERENCIAS
BACTERIANAS
Streptococcus ) )
Linhagem selvagem de S. mutans Li et al. (2001)
mutans NG8
Wehrl;
B. subtilis1012 Linhagem parental de B. subtilis Niederweis;
Schumann, 2000.
LDV 701 1012 transformada com vetor pLDV 701 Tavares et al. 2010
LDV 702 1012 transformada com o vetor pLDV 702 | Tavares et al. 2014
Linhagem que codifica a invasina de Y.
LDV 704 pseudotuberculosis transformada com vetor | Tavares et al. 2014
pLDV 702.

Tabela 1. Linhagens bacterianas S. mutans e B. subtilis.

3.2 Expressao e purificacdo da proteina recombinante Plsg.512

Para a obtencdo do fragmento P139.51, presente na linhagem LDV701 realizamos
0s ensaios de acordo com descrito por TAVARES et al., (2010). A linhagem LDV701
foi cultivada em meio Luria-Bertani (LB) contendo antibi6tico cloranfenicol (30
pg/mL) e mantida sob agitacdo de 200 rpm a 37 °C por 16 horas. A cultura foi referida
como pré-indculo e cultivada na propor¢do de 1/100 diluida em 1 litro de meio LB e
incubada a 37 °C sob agitacdo de 200 rpm até a densidade Otica (DOggo) correspondente
a 0,6-08. Logo apds, a expressao da proteina foi induzida pela adicdo do indutor IPTG
(Isopropil B-D-tiogalacyosideo) na concentragdo final de 1 mM. Posteriormente, a
cultura foi mantida sob as mesmas condi¢des descritas acima por até 4 horas. Ao fim da
inducdo, a cultura foi centrifugada a 10.000 rpm a 4 °C por 10 minutos. O sobrenadante
foi descartado e a massa bacteriana obtida foi suspensa em 100 ml de tampédo A (100
mM Tris-HCI, 500 mM NaCl, pH 7,5). Em seguida, foi adicionado lisozima (50 pg/ml)
e o material mantido em gelo por 1 hora. Apés esse periodo, foi acrescentado uma
solucdo inibidora de protease contendo sulfato de dodecil de sodio (SDS) 0.01%

acrescida de fluoreto de fenilmetilsulfonilo (PMSF) 0.01 M. Posteriormente, as células
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foram submetidas ao processo de lise mecénica sob alta pressdo (600 psi em 15
minutos) em homogeneizador (APLAB-10). O material lisado foi clarificado por
centrifugacdo a 10.000 rpm por 1 hora a 4 °C. A fracdo soluvel (sobrenadante) e a
insoluvel (precipitado) foram separadas.

A fracdo soltvel contendo a proteina Plsg.512 foi purificada por cromatografia
de afinidade ao niquel em coluna His Trap HP 5 mL (GE Healthcare). O processo de
purificagdo ocorreu em aparelho AKTA — FPLC (Pharmacia) automatizado conforme
instrucdes do fabricante. Anteriormente a realizacdo do procedimento de purificacao, a
coluna foi equilibrada com 5 volumes de coluna (vc) de tampdo A com fluxo
correspondente de 1ml/min. A amostra foi aplicada na coluna em fluxo de 1ml/mine,
posteriormente, a coluna foi lavada com 10 vc de tampé&o A, e seguiu-se o0 procedimento
de eluicdo com diferentes concentracdes de imidazol (200 mM, 500 mM e 1 M) em
tampdo B (100 mM Tris-HCI, 500 mM NaCl, 1 M de Imidazol pH 7,5). A coluna foi
regenerada com 5vc de tampédo B e lavada com mais 5 vc de tampdo A, 5 vc de agua
ultrapura e 5 vc com solugdo contendo 20% de etanol. As amostras eluidas
correspondentes aos picos da proteina purificada foram submetidas ao processo de
dialise para a retirada do imidazol em tampdo (A). Apds a dialise, as fracOes
correspondentes ao pico da proteina de interesse foram reunidas e quantificadas em gel
de poliacrilamida SDS-PAGE 12,5% utilizando curva padrdo de (BSA) (Pierce™)
proteina do soro bovino. A proteina purificada foi confirmada por ensaio de Western
Blot seguido por imunodeteccdo utilizando anticorpos especificos para cauda de
histidina (anti-HisTag).

3.3 Expressao e Purificacdo da proteina LTK63

Para a producdo da proteina LTK63, utilizamos a linhagem de E. coli BL21
(DE3) que contém o vetor plasmidial modificado geneticamente para expressar a
proteina recombinante LTK63, a qual previamente foi construida e comumente é
utilizada como adjuvante vacinal em nosso laboratorio (RODRIGUES et al., 2011). A
expressdao da proteina iniciou-se previamente com o pré-indculo da linhagem
recombinante em 50 mL de caldo Terrific Broth (TB) contendo de 200 pg/mL de
ampicilina em agitacdo a 230 rpm em 37 °C por no maximo 18 horas. Apds, a cultura
crescida, referente ao pré-inoculo foi diluida 1:100 em 4 litros de meio TB e incubados

sob agitacédo a 230 rpm a 37 °C por um periodo de 22 horas até obter uma absorbancia a
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600nm de 0,5-0,6. Apods ess periodo foi adicionado o indutor isopropil B-D-1
tiogalactopiranosideo (IPTG-isopropyl B-D-1 thiogalactopyranaride) em concentracéo
final de 0,75 mM, e mantida nas mesmas condi¢Oes de crescimento por um periodo de
18 horas. A cultura foi centrifugada por 10.000 rpm a 4 °C por 30 minutos. O
precipitado de células foi ressuspenso em 500 mL de tamp&o TEAN sem sal (Tris-HCL
0,5 M, EDTA 0,01 M, NaN3 0,03 M, pH 7,4), e posteriormente submetido ao processo
de lise em homogenizador de alta presséo (600 psi) aparelho (APLAB 10-Arte pecas)
por 2 minutos. O lisado foi centrifugado por 1 hora a 10.00 x g a 4 °C, e por fim, o
sobrenadante foi filtrado em em membrana 0,22 um (Millipore).

Para o processo de purificagdo da proteina LTK63, utilizou-se a cromatografia
de afinidade em resina de Galactose-gel (Pirece, Immobilized D-galactose Gel)
empacotado em coluna XK 16/20 Amersham Biosciences (1,6 cm @ e 20 cm de altura).
Todo o processo de purificacdo ocorreu em método automatizado utilizando o aparelho
AKTA-FPLC (Pharmacia). Primeiramente a coluna foi equilibrada em 5 volume de
coluna (vc) em tampdo TEAN contendo sal (Tris-HCL 0,5 M, EDTA 0,01 M, NaNj3;
0,03 M, NaCl 2,0 M, pH 7,4). A amostra clarificada (500 mL) foi aplicada a coluna em
um fluxo de 0,4 mL/minuto. Posteriormente passou-se por um processo de lavagem em
tampdo TEAN com sal, contendo 0,3 M de D-galactose. Em seguida, a coluna foi
regenerada com 5 vc da solucdo (uréia 6 M, 5 vc de agua ultrapura e 5 vc de agua
contendo 20% de etanol). Para retirada do eluente D-galactose, a amostra referente ao
pico gerado, foi dialisada e concentrada em filtros Amicon Ultra-15 10.00 MWCO
(Millipore) utilizando o tampdo TEAN com sal. No final do experimento, as amostras
coletadas foram avaliadas em gel de poliacrilamida de 17,5% para analise do grau
depureza. A quantificacdo foi realizada por medida de absorbancia em
espectrofotdbmetro (Gene Quant spectrophptomer GE Amershan Biosciences), conforme
descrita em Edelhoch (1967) e armazenada a -20 °C.

3.4 Producéao dos esporos recombinantes de B. subtilis.

Para obtencdo dos esporos de B. subtilis (1012, LDV702 e LDV704), foi
utilizado o protocolo para cultivo e purificagdo desenvolvido por (FOERSTER;
FOSTER, 1966) e modificado por TAVARES et al., 2013. Inicialmente, as linhagens

vacinais foram crescidas em meio LB por 16 horas. Em seguida, foram inoculadas em
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meio liquido Foerster (F) contendo cloranfenicol (30 pg) para (LDV702) e uma mistura
de cloranfenicol (30 pg) e espectinomicina (100 pg) para (LDV704), em sequéncia,
essas culturas foram incubadas sob agitagdo constante a 37 °C por um periodo de 7 a 10
dias. Ap0s esse periodo, as culturas foram centrifugadas a 10.000 rpm por 15 minutos e,
em seguida, foram submetidas a trés lavagens com agua destilada. A quantificacdo dos
esporos foi feita por meio da contagem de unidades formadoras de colonias (UFC/ml)
em meio LB contendo os antibidticos antes e apos tratamento térmico de 60 minutos a
65 °C e, posteriormente, esses foram confirmados por contagem em camera de Petroff-
Hausse (esporos/mL). No final de todo processo, os esporos foram distribuidos em
aliquotas de 1 ml em tubos tipo eppendorfs, liofilizados em aparelho LABCONCO
Freezone®* e armazenados a -20 °C até a utilizagéo.

3.5 Protocolo vacinal e processamento das amostras.

Camundongos fémeas da linhagem BALB/c, com idade entre 6 a 8 semanas de
idade, foram distribuidos aleatoriamente em diferentes grupos (n=5/grupo) e, em
seguida, submetidas ao regime vacinal do tipo prime/boost heterélogo com
administracdo de trés doses em intervalo de 15 dias entre as doses utilizando a via
sublingual. Inicialmente os animais foram anestesiados com quetamina (80 mg/kg) e
xilazina (80 mg/kg) administradas de acordo com o peso do animal. Na primeira dose
o0s animais foram primados com 1 x 10’ de esporos de B. subtilis 1012, LDV702,
LDV704 ou PBS 1 x. Os esporos de cada linhagem, previamente liofilizados, foram
ressuspensos em PBS 1 x e submetidos a diluicdo seriada até atingir uma concentracao
de 10" de esporos, em cada animal, utilizando uma micropipeta foi administrado 10 pL
de PBS ou da solucdo (10 esporos dissolvidos em PBS). As duas doses de reforco
foram administradas com 5 pg da proteina P1sg.512 recombinante purificada, sozinha ou
associada com 5 ug do adjuvante LTK63. Como controle negativo, usamos animais
imunizados apenas com PBS 1 x nas trés doses.

Duas semanas apds cada dose foi realizada a coleta de sangue dos animais por
meio da pungdo do plexo submandibular. As amostras de sangue foram mantidas em
repouso por 30 minutos em temperatura ambiente e incubados por mais 30 minutos a 4°
C. Em seguida, as amostras foram centrifugadas em 5.000 rpm a 4 °C por 30 minutos e,
por fim, foi feita separacéo do soro e as amostras armazenadas a -20 até a realizacdo das

analises. Apo6s o periodo completo do regime vacinal, os camundongos foram
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eutanasiados, os bacos foram coletados cirurgicamente, processados, e submetidos a

andlises por citometria de fluxo.

3.6 Analise da resposta humoral induzida ap6s ensaio de imunizacao.

Os titulos de anticorpos séricos especificos para proteina Plsgs; foram
determinados por meio de ensaios imunoenzimaticos (ELISA), utilizando microplacas
de poliestireno de 96 pogos Costar (Corning). Essas foram sensibilizadas com a proteina
recombinante Plsg.512, em PBS 1 x (200 ng/poco), por 16 horas a 4 °C. No dia seguinte,
as placas foram bloqueadas com (200 pl/ poco) com solucdo contendo 5% de leite
diluido em PBS 1 x acrescido de 0,05% de Tween-20 (PBST, por 2 horas a 37 °C. Apos
a realizagdo de trés lavagens com PBS- Tween 20 (0,05%) , amostras dos soros de cada
animal obtidas apds as trés doses de imunizacdes foram diluidas (1:25) em solucgéo (5%
de leite) adicionados aos pocos e submetidas a diluicdo seriada (fator de diluicdo 1:2).
Em sequéncia, as placas foram incubadas por 1,5 hora em temperatura ambiente. Logo
apos esse periodo, foi realizado um novo ciclo de lavagens (3 x) e adicionado o
anticorpo de deteccdo anti-lgG ou anti-lgG1l anti-lgG2a conjugados a peroxidase
(Sigma) na diluicdo 1:500 para deteccdo de IgG total, 1:3000 para subclasse 1gG1 e
1:400 subclasse IgG2a. Ao final do ultimo ciclo de lavagens (3 x), as placas foram
reveladas com uma solugéo de tampéo citrato-fosfato 33 mM (pH 5) contendo (10 mg
de OPD O-phenylenediamine) e de H,O, por 15 minutos. Apds esse periodo, a reacao
foi interrompida com a adi¢do de 50 pl de H,SO4 1M e os niveis de anticorpos foram
determinados por absorbancia a 492 nm utilizando uma leitora de placa (LabSystem).
Para determinar a concentracdo de anticorpos antigeno-especificos, utilizamos uma
curva padréo de anticorpos IgG, IgG1l, 1gG2a (Sigma) estabelecidas. Para o teste de
reconhecimento de epitopos conformacionais e lineares da proteina Plsg.sip, foi
utilizado a proteina integra e/ou desnaturada por calor (aquecida a 100 °C e, em seguida,
resfriada a 0 °C) e utilizadas como antigenos para a sensibilizacdo das placas. Todos 0s
passos seguintes ocorreram conforme descrito no paragrafo acima.

Os soros obtidos apo6s a terceira dose foram testados quanto a reatividade com a
proteina nativa presente na superficie das diferentes linhagens de S. mutans (NGS8,
UA159 (sorotipo c), B14 (sorotipo e), OMZ175 (sorotipo f) gentilmente fornecida pela
professora Drd Maria Regina Lorenzetti Simionato. O ensaio de ELISA seguiu

conforme descrito em TAVARES e colaboradores (2010). Inicialmente, foi feito o
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cultivo da bactéria NG8 em meio Todd-Hewitt contendo 0,3% de extrato de levedura
(THY). Em seguida, a cultura crescida foi centrifugada por 5 minutos a 7.000 rpm a 4
°C, submetida a duas lavagens com PBS 1 x, e o precipitado foi resuspenso com a
mesma solucdo, com (D.Ogoonm) ajustada para 1. Logo apds, amostras das culturas
foram distribuidas em microplacas de 96 pocos Costar (Corning) e incubadas a 37 °C,
com 5% de CO; por 16 horas. Ap0s este periodo, 0s passos seguintes até a revelacao

seguiu de acordo com os procedimentos descritos no item anterior.

3.7 Ensaio de avidez dos anticorpos especificos para a proteina Plsg.s;»

Para a realizacdo deste ensaio, as amostras de soros combinadas (pool) dos animais
imunizados de cada grupo foram avaliados inicialmente para titulacao de 1gG total anti-
Pl3g.512, por meio de ensaio de ELISA e normalizados para (DOggonm) de 1,0. Os passos
seguintes ocorreram como 0 descrito no item 3.6 acrescentando etapa de dissociagédo
dos anticorpos anti-Plsq.51, incubados em diferentes concentragcdes de tiocianato de
amonio dissolvido em PBS (0,0 M, O, 1,25 M, 0,15M, 0,2 M, 0,3 M, 0,5 M, 1 M, 2 M,
4 M, ou 8 M) por um periodo de 15 minutos em temperatura ambiente. A percentagem
de ligacdo anticorpo-antigeno correspondente & cada concentragdo de tiocianato de
amonio foi estabelecida da seguinte forma: D.O. (490 nm) com a presenca de tiocianato
de aménio x 100/D.0O. (490 nm) com auséncia de tiocianato de amonio. A concentracédo
de tiocianato necessaria para dissociar 50% da ligacdo do anticorpo ao antigeno foi

determinada por calculo empregando o método de regressao linear.

3.8 Analise da resposta celular induzida apés a vacinacao.

Duas semanas apés a Ultima dose do regime vacinal, os animais imunizados
foram eutanasiados os bacos removidos e macerados em 3 mL de RPMI 1640
(Vitrocell/ Embriolife) 1%. Posteriormente as celulas foram centrifugadas a 1.500 rpm e
lavadas com a mesma solucdo de RPMI 1%. Para a lise dos eritrocitos, as amostras
foram tratadas com tampd&o contendo amonio e potéssio (Tampdo ACK) 1 mL/ bacgo, e
lavadas mais uma vez com RPMI 1%. Para determinacdo dos niveis de secrecdo de
citocinas, utilizamos o sobrenadante da cultura de células dos grupos imunizados. A
realizacdo deste ensaio ocorreu de acordo com as instrucbes do kit comercial
BD "™CytometricBeadArray Mouse Th1/Th2/Th17 Cytokine Kit (CBA). Esplendcitos
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em concentracdo aproximadamente de 1 x 10° células/poco foram cultivadas por um
periodo de 72 horas a 37 °C em placas de fundo plano em presenca de 500 ul de meio
RPMI completo, na presenca ou auséncia do antigeno Plsgs;; em 10 mg/ml.
Posteriormente a essa incubacdo, o processamento do sobrenadante foi realizado
conforme as instruc6es descritas no kit. A deteccdo foi feita de acordo coma emissao de
fluorescéncia utilizando a citometria de fluxo LSRFortessa’™ (BD Bioscience) e os
niveis analisados de acordo com BD CBA Software.

Para analise de ativacdo de células T CD4" e T CD8" as células obtidas do
sobrenadante das amostras foram contadas em camera de Newbauer (10" de células/mL)
e incubadas por 16 horas, a 37 °C em atmosfera de 5% de CO2 na presenca de
brefeldina-A e 10 mg/mL e da proteina Plsgs1o. Ap0Os o periodo de incubagdo com
tampdo de Facs (tampao MACS (PBS 1 x contendo 2 mM de EDTA e 0,5% de BSA) ,
células foram marcadas com anticorpos conjugados anti-CD8 (FITC) e anti-CD4
Cy5(BD BioSciences). Posteriormente, as células foram lavadas, fixadas com tampéo
Cytofix e permeabilizadas com tampé&o Cytoperm de acordo com as especificagdes do
fabricante (kit BD Cytofix/Cytoperm™) e marcados intracelularmente com anticorpos
conjugados anti-IL4 conjugada a (PE), IFNy conjugada ao Alexia 700 (BD
BioSciences). As amostras foram analisadas por citometria de fluxo (BD FACS
Fortessa) os resultados obtidos foram avaliados por meio do software FlowJo.

3.9 Analises estatisticas

Para os testes estatisticos, utilizamos o programa GRAPHAD PRISM 6. As
diferengas estatisticas significantes das andlises das respostas imunoldgicas foram
determinados entre os grupos vacinais utilizando-se o teste one-way (ANOVA) para
analise de variancia com subsequente teste de comparacdo multipla de Bonferroni. A

significancia foi definida por asteristicos: *, P< 0,05; **, P< 0,01; ***, P< 0,001.
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4.1 Expressao e purificacdo da proteina recombinante Plsg.s3,.

A fragdo soluvel do extrato bacteriano da linhagem LDV701 de B. subtilis,
manipulada geneticamente para expressar a proteina P1lsg.s12, foi submetida ao processo
de purificacdo por meio de cromatografia de afinidade ao niquel utilizando o aparelho
Akta (FPLC). A eluicdo da proteina foi realizada mediante a aplicacdo de diferentes
concentragfes de imidazol (100 mM, 500 mM e 1M). A proteina recombinante foi
obtida em pico Unico na concentracdo de 500 mM de imidazol (Figura 2 A). Apo6s
eluicdo, as fracBes correspondente ao pico (6, 7, 8, 9 e 10) foram submetidas a analises
eletroforéticas em gel de poliacrilamida, permitindo identificar a proteina de interesse
com elevado grau de pureza e com massa molecular esperada de 50 kDa. A confirmagéo
da proteina alvo foi realizada por imunodeteccdo em ensaio de Western Blot que
possibilitou a identificacdo mediante reatividade com anticorpos especificos contra a

cauda de histidina (anti-HisTag) (Figura 2 B).
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Figura 2 - Purificacdo da proteina P1s9.51, por cromatografia de afinidade ao niquel. A fracéo soltvel da
linhagem LDV701 de B. subtilis, induzida com 1m M de IPTG, foi submetida a cromatografia de
afinidade ao niquel com auxilio de aparelho Akta- FPLC. (A) Cromatograma da elui¢do da proteina com
crescentes concentragdes de imidazol (100 mM, 500 mM e 1M). As aliquotas (6, 7, 8, 9 e 10)
correspondentes ao pico da eluicdo foram submetidas a andlise eletroforética em gel de poliacrilamida a
12,5% (5 pL/poco). (B) Amostras correspondentes ao pool da proteina purificada foram avaliadas em gel
de poliacrilamida e imunodetectada apés ensaio de Western Blot. Descricdo: M (marcador de peso
molecular); P (proteina purificada).
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4.2 Obtencéo dos esporos de B. subtilis

Células de B. subtilis das linhagens 1012, LDV702 e LDV704 foram cultivadas
em meio Foerster durante 7- 10 dias e purificados por meio de lavagens sucessivas com
agua destilada. A determinacdo da concentragdo dos esporos foi estabelecida por
contagem de (UFC/mL), antes e ap0s o tratamento térmico a 65 °C por 1 hora, e
também por meio da cdmera de Neubauer. Na figura 3, demonstra-se 0s esporos da
linhagem 1012 (selvagem) visualizados por microscopia de contraste de fase.

Observamos apenas a presenca de esporos apds processo de esporulagdo e purificagéo.

Figure 3 - Visualizacdo dos esporos de B. subtilis 1012 por microscopia de contraste de fase apds o
processo de esporulacdo e purificagdo. As amostras foram submetidas ao processo de esporulagdo em
meio Foerster modificado. A purificacdo foi realizada por lavagens consecutivas com agua destilada.
Imagem com aumento final de 600 Xx.

4.3 Purificagdo da proteina recombinante LTK63

Para a purificagdo da proteina LTK63 utilizamos o método de cromatografia de
afinidade empregando uma coluna com uma resina ligada a D-galactose. Como
podemos observar no cromatograma representativo do processo de eluicdo, a proteina
recombinante foi eluida em um pico Gnico de 500 mAU (Figura 4 A). Uma vez eluidas,
as amostras referentes ao pico foram reunidas e corridas em gel de poliacrilamida a

17,5% para analise do grau de pureza (Figura 4 B). Nas aliquotas submetidas ao
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tratamento por fervura (100 °C) foi possivel identificar uma banda de 27 kDa,
correspondente ao tamanho da subunidade A e outra referente a subunidade B com 11,6
kDa. As aliquotas ndo fervidas apresentaram uma banda da subunidade A e outra de 55
kDa correspondente ao pentdmero da subunidade B. Para a confirmacéo da natureza da
proteina utilizamos a imunodetec¢do apds Western Blot. Apds a purificacdo, obtivemos

um rendimento total de 10 mg por litro de cultura.
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Figura 4 - Purificacdo da proteina recombinante LTK63. A fragdo solGvel do extrato bacteriano da
linhagem de E. coli BL21 (DE3), contendo a proteina LTK63, foi purificada por método automatizado
Akta-FPLC em coluna com resina de D-galactose. Cromatograma representativo do processo de
purificacdo da proteina LTK63. (A) Gel de poliacrilamidaal7% utilizado como método de avaliagdo do
grau de pureza das amostras. (B) Imunodetec¢do da proteina ap6s Western Blot. Descrigdo: M (marcador
de peso molecular); 1 - proteina purificada fervida a 100 °C (subunidade A com banda correspondente a
27 kDa e subunidade B com 11,5 kDa); 2 - proteina ndo fervida ( pentamero de subunidade B com banda
de 55 kDa).
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4.4 Regime de imunizacao

Para uma melhor organizacéo e entendimento do trabalho resolvemos dividir os
resultados deste trabalho em dois blocos. No primeiro bloco foram descritos os
resultados obtidos ap6s os ensaios de imunizacgdo utilizando a estratégia dose-reforgo
heter6logo, administrando os esporos na primeira dose e dois refor¢cos com a proteina
purificada, ambos pela via sublingual. No segundo bloco descrevemos os resultados de
outros ensaios utilizando o mesmo esquema de imunizagdo, entretanto, testando o

consarcio da proteina purificada combinada ao adjuvante LTK63 nas doses de reforco.

4.5 Blocol: Avaliacdo da imunogenicidade da proteina recombinante P13g.51, ap0s
o0 regime vacinal dose-reforco heterdlogo administrado pela via sublingual.

Apds a obtencdo dos esporos de B. subtilis e da proteina recombinante Plzg.s12,
iniciamos as etapas de imunizacdo utilizando camundongos fémeas da linhagem
BALB/c e a via sublingual para administracdo das doses. O regime vacinal consistiu
com trés doses na forma de dose-reforco heterdlogo com intervalo de 15 dias entre as
mesmas. Na primeira dose os animais previamente anestesiados receberam 10’esporos
de B. subtilis projetados para expressar ou nao a proteina P1lsg.51, em fase de germinacgéo
(LDV702 ou LDV704), ou a linhagem selvagem (1012). No segundo e terceiro
reforgos, os camundongos receberam 5 pg/dose da proteina Plsgs;o. Como grupo
controle experimental, tratamos os camundongos com PBS nas trés doses, conforme
ilustrado na Figura 5. Duas semanas apds cada dose, amostras de soros dos animais
foram coletadas individualmente e os titulos de anticorpos induzidos pelas formulagdes
vacinais foram mensurados por ELISA.



47

1% coleta 2% coleta 3" coleta

D 0 14 " sangue 9 ° sangue sangue
Dias
- 15 30 45
1* dose 2% dose 3* dose

1" Dose 2* Dose 3? Dose

(Prime) (1° Reforgo) (2° Reforco)
Grupo 1 - PBS PBS PBS
Grupo 2 — 1012E Pl o, Pls 510
Grupo 3 - LDV702E Pl 510 Plsy 510
Grupo 4 — LDV704E Ply, 55 Pl 51

Figura 5 - Regime vacinal por via de mucosa testado no bloco 1. Camundongos fémeas da linhagem
BALBI/c, distribuidos em quatro grupos (n= 5 por grupo), foram imunizados pela via sublingual em
regime vacinal de dose/reforco heterdlogo com trés doses. Na primeira dose, 0s grupos vacinais foram
imunizados com esporos (E) de B. subtilis da linhagem ndo recombinante (1012 E) e das linhagens
recombinantes (LDV701 E e LDV704 E). Na segunda e terceira doses esses animais receberam reforgos
com a proteina P1_  purificada. Duas semanas apds cada dose foram colhidas amostras de sangue dos

animais imunizados e, com 3 semanas ap0s a ultima dose, amostras de bagos e linfonodos foram
coletadas.

Como podemos observar na figura 6 A, os diferentes regimes vacinais
empregados induziram titulos de anticorpos IgG especificos frente a proteina Plsg.sio.
No grupo que recebeu esporos da linhagem selvagem (1012) seguido de duas doses
reforco da proteina P1s9.51, foram detectados titulos de anticorpos somente ap6s a Ultima
dose. Ja os soros dos animais imunizados com os esporos das linhagens recombinantes
(LDV702 e LDV704), mais duas doses reforco da proteina Plsg.s12, detectamos titulos
de anticorpos especificos ap6s cada uma das doses. Observamos também que o grupo
que recebeu os esporos da linhagem LDV702 apresentou ligeiro aumento no titulo de
anticorpos apos a terceira dose.

Com objetivo de avaliar o perfil de resposta imunolégica humoral induzido apds
a imunizacdo com cada uma das formulagbes vacinais, analisamos os titulos de
subclasses de IgG (IgGl e 1gG2a) presente nas amostras de soro dos animais
imunizados (Figura 6 B). Observamos que todas as formulagdes testadas induziram
anticorpos especificos da subclasse IgG1. Por outro lado, ndo detectamos anticorpos
especificos da subclasse 1gG2a. Esses resultados indicam a polarizacdo da resposta

imune humoral para um perfil do tipo Th2.
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Figura 6 - Detecgdo de anticorpos 1gG e subclasses (1gG1/1gG2a) P1sq.5, —€specificos presentes no soro
dos animais imunizados. (A) Curva dose-resposta de titulos de anticorpos 1gG especificos para a proteina
P139.51, detectados nos soros dos animais imunizados. (B) Analise de subclasses de 1gG (1gG1/1gG2a)
nos grupos vacinais apos a administracdo da Ultima dose vacinal prevista no regime de imunizagdo. Os
resultados referem-se a trés experimentos independentes. Os valores encontrados estdo expressos em
titulo médio de anticorpos (Logl0) = S.E.M. *, p<0,05; **, p<0,01; ***, p<0,001. (Two-way ANOVA
com pos-test Bonferroni’s).

4.5 Avaliacdo da reatividade dos soros de animais imunizados contra epitopos
conformacionais e lineares presentes na proteina recombinante Plzg.s;o.

Ap0s analise e caracterizagdo da resposta humoral desencadeada apds o regime
vacinal, o proximo passo foi avaliar a capacidade dos anticorpos induzidos em
reconhecer epitopos conformacionais ou lineares presentes na proteina Plsgsi,. Para
isso, 0s soros dos animais, obtidos apds a administracdo da ultima dose vacinal foram
testados quanto a reatividade frente a proteina recombinante Plsgs;, em sua forma
intacta ou desnaturada (por acdo do calor, 100 °C), em ensaios de ELISA. Conforme
representado na figura 7, observamos que todos os soros analisados reconheceram de
forma semelhante a proteina recombinante Plsgs;, tanto na forma intacta ou
desnaturada, demonstrando assim, que 0s anticorpos especificos induzidos apoés a
imunizacdo com as diferentes formulagbes vacinais foram capazes de reconhecer

principalmente epitopos lineares presentes na proteina recombinante.
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Prime e.1012 e.LDV702 e.LDV704

Boost P139.512 P139.512 P139.512

Boost P139.512 P139.512 P139.512

Figura 7 - Avaliagdo da capacidade dos anticorpos Plsg.510-especificos se ligarem a epitopos da proteina
recombinante. Amostras de soro dos animais imunizados foram testadas em ELISA quanto a sua
reatividade com a proteina recombinante P15, Submetida ou ndo ao processo de desnaturacdo por
aquecimento (100 °C por 10 minutos seguido de choque térmico a 0 °C ). As amostras utilizadas
correspondem a misturas de soros de cada animal por grupo (n=5/grupo) coletados ap0s a terceira dose.
Os resultados apresentados sdo representativos de dois ensaios independentes. *, p<0,05; **, p<0,01; ***,
p<0,001. (Two-way ANOVA com pos-testBonferroni’s).

4.6 Determinacéo do perfil de citocinas produzidas nos animais imunizados

Como descrito acima, a analise do perfil de subclasses de IgG no soro dos
animais imunizados indicou uma tendéncia para um perfil de resposta humoral do tipo
Th2 em todos os grupos vacinais. A fim de confirmar o perfil da resposta imune
induzida, realizamos ensaios celulares para avaliar a producgéo das citocinas INF-y, IL-6,
IL-10 e IL-17 in vitro. Para isso, os esplendcitos dos animais foram reestimulados com
a proteina Plsg.512. A0 analisarmos os niveis das referidas citocinas foi possivel detectar
perfis diferentes entre os grupos imunizados com as diferentes formulacGes. No grupo
dos animais imunizados com esporos da linhagem 1012 na primeira dose foram
detectadas todas as citocinas testadas, com maiores niveis para IFN-y (Figura 8 A). Em
contrapartida, no grupo de animais que foram imunizados com esporos da linhagem
LDV702, detectamos a IL-10 e niveis semelhantes das citocinas IL-6 e IFN-y,
indicativo de um perfil de resposta imune mista. Por outro lado, no grupo que recebeu a
linhagem LDV704 n&o foi possivel detectar nenhuma das citocinas dosadas no ensaio
(Figura 8).
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Figura 8 - Andlise do perfil das citocinas IL-6, IFN-y, IL-10 e I1L-17 produzidas por esplendcitos dos
camundongos imunizados e reestimulados in vitro. As células dos animais foram obtidas duas semanas
apos a ultima dose de reforgo do regime vacinal. Os esplendcitos dos animais foram reestimulados com 5
g da proteina P1s9.5,durante 72 horas a 37 °C.

4.7 Avaliacao de respostas celulares induzidas pelos regimes vacinais

A fim de verificar se os diferentes regimes vacinais empregados ativariam
respostas celulares mediadas por linfocitos T, realizamos andlises de ativacdo de
linfocitos TCD4" ou TCD8" produtores de IL-4 ou IFN-y. Para isso, os esplendcitos
proveniente dos animais imunizados com as diferentes formulacdes foram
reestimulados com a proteina Plsss;, € analisados por citometria de fluxo. Ao
analisarmos os diferentes grupos, observamos que a porcentagem de células TCD4"
(Figura 9 A) ou TCD8" (Figura 9 B) produtoras de IFN-y foi semelhantemente, quando
comparado com o controle. Além disso, também foi visto 0 mesmo padréo de resposta
quando verificamos a porcentagem de células TCD4" produtoras de IL-4 (Figura 9 C).
Esses resultados permitem concluir que as formulacGes, nas condicdes testadas, nao

induzem ativacio de linfocitos TCD4" ou TCD8" produtoras de IL-4 ou IFN-y.
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Figura 9 - Avaliacdo in vitro da ativagio de linfocitos TCD4" e TCD8" produtores de IL-4 ou IFN-y
especificos para Plsgs, As amostras de bago foram coletadas trés semanas ap6és a Ultima dose e
analisadas por citometria de fluxo. Esplenécitos dos animais imunizados foram estimulados in vitro com
5 pg da proteina Plgg.5, por 16 horas para analise de ativacdo de células T. (A) Porcentagem de células
T CD4" produtoras de IFN-y. (B) Porcentagem de células T CD8" produtoras de IFN-y. (C) Porcentagem
de células T CD4" produtoras de 1L-4.

4.8 Bloco 2: Avaliagdo da incorporacao do adjuvante LTK63 ao regime de
imunizacéo dose-reforco heterologo.

Diante da baixa imunogenicidade observada para as formulagdes aqui propostas,
avaliamos a incorporacdo do adjuvante LTK63 as formulacGes descritas anteriormente,
com objetivo de potencializar as resposta antigeno-especificas geradas. Para isso, na
primeira dose vacinal os animais foram sensibilizados com esporos de B. subtilis e, na
administracdo das doses de refor¢co, os camundongos receberam a proteina
recombinante Plsg.51, coadministrada ou ndo com o adjuvante LTK63, como mostra a

figura 10.



52

1* coleta 2* coleia 3* coleta
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1* Dose 2" Dose 3* Dose

(Prime) (1° Refor¢o) (2° Reforgo)
Grupo 1 - PBS PBS PBS
Grupo 2 - PBS Ply, 555 + LTKG3 Ply, 5, + LTK63
Grupo 3 - 1012E Ply, o, + LTK63 Ply, o, + LTK63
Grupo 4—- LDV702E Ply, 52 + LTK63 Ply, 5, + LTK63
Grupo 5 - LDV704E Ply; ¢, + LTK63 Ply, 5, + LTK63

Figura 10 - Regime vacinal administrado por via sublingual do bloco 2. Camundongos BALB/c
distribuidos em sete grupos (n= 5 por grupo) foram imunizados em um regime dose reforco heter6logo de
trés doses. Na primeira dose, 0s grupos receberam esporos (E) de B. subtilis (linhagem 1012 E, LDV701
E ou LDV704 E) ou tratados com PBS. Na segunda e terceira doses esses animais receberam o segundo e
terceiro reforcos com a proteina P1sg.5:, combinada ao adjuvante LTK63. Duas semanas ap6s cada dose,
foram colhidas amostras de sangue dos animais imunizados e, 3 semanas ap6s a Ultima dose de
imunizacdo, amostras de bacos e LNC foram coletadas.

Ao analisar os resultados, observamos que a imunizacdo com a linhagem
selvagem 1012 ou o tratamento com o PBS, seguido de duas doses refor¢o da proteina
Pl39.512, induziu titulos anticorpos 1gG especificos apenas ap0s a terceira dose com a
proteina recombinante. Ja nos grupos imunizados com esporos das linhagens LDV702 e
LDV704 e duas doses da proteina Plsg.51, detectamos titulos de anticorpos especificos
apos cada uma das doses, com aumento significativo apds a ultima dose do reforco
(Figura 11 A).

A fim de compreender a modulacdo do perfil das respostas imunoldgicas
induzidas pelas formulagcGes vacinais, medimos os titulos de subclasses de IgG ao final
do protocolo vacinal, conforme ilustrado na figura 10. Na figura 11 B é possivel
observar que em todas as amostras dos animais imunizados foram detectados titulos de
ambas as subclasses 1gG avaliadas, sendo esse resultando um indicativo de um perfil de
resposta mista Th1/Th2.

Em uma comparagdo dos titulos de IgG induzidos apds os dois regimes de
imunizacéo testados (Bloco 1 e Bloco 2), observa-se que o regime vacinal empregando

0 adjuvante LTK63 mostrou ser mais eficiente na ativacdo do sistema imune dos
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animais imunizados, com aumento significativos nos titulos de anticorpos (pelo menos

100 x mais) ap0s a terceira dose (Figura 11 C).
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Figura 11 - Detecc¢do de titulos de 1gG e subclasses 1gG1/1gG2a especificos para a proteina recombinante
Pl3g510. (A) Deteccao dos titulos de 1gG e subclasses 1gG1/1gG2a determinados por ensaios de ELISA .
(B) Anélise de subclasses de 1gG nos grupos vacinais apds o regime de imunizacdo. (C) Comparacao dos
titulos de anticorpos IgG dos soros individuais pds terceira dose entre os dois blocos de imunizagdo (com
ou sem a presenca de LTK63 junto as formulagdes). Os dados obtidos com a razdo 1gG1/IgG2a foram
avaliados e estdo descritos na parte superior do grafico. Os resultados referem-se a trés ensaios de
imunizacdo independentes. *, p<0,05; **, p<0,01; *** p<0,001. (Two-way ANOVA com pos-test

Bonferroni’s).



54

4.9 Reatividade dos soros anti-Plsg.512 contra epitopos conformacionais e lineares
presentes na proteina recombinante Plzg.sio.

Na etapa seguinte, fomos avaliar qualitativamente 0s soros gerados apés
estimulos pelas diferentes formulagdes vacinais. Deste modo, em ensaios de ELISA,
testamos a reatividade dos anticorpos obtidos apds a Ultima dose (3% dose) quanto ao
reconhecimento de epitopos conformacionais ou lineares da proteina Plsgs1,. Como
podemos observar na figura 12, todos os soros gerados apos o regime vacinal
apresentaram eficiéncia no reconhecimento de epitopos lineares presentes na proteina.
Né&o foram observadas diferencas estatisticas entre os grupos, na reacao do soro com a
proteina desnaturada ou intacta.
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Figura 12 - Avaliacdo da capacidade dos anticorpos se ligarem em epitopos da Plsgsip-especificos.
Anticorpos Plsg.s5:,- especificos presentes no pool de soros colhidos ap6s a terceira dose foram testados
guanto a sua reatividade com a proteina recombinante Plsgs;, submetida ou ndo ao processo de
desnaturagdo por aquecimento (100 °C por 10 minutos e, em seguida, 0 choque térmico a 0 °C ). As
amostras utilizadas correspondem a mistura de soros de cada animal por grupo (n=5/grupo), coletados
apos a terceira dose de imunizagdo. Os resultados apresentados sdo representativos de dois ensaios
independentes. *, p<0,05; **, p<0,01; ***, p<0,001(Two-way ANOVA com pos-test Bonferroni’s).
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4.10 Avaliacdo da efetividade dos anticorpos gerados pelas formulagdes vacinais
no reconhecimento da proteina P1 na superficie em diferentes linhagens de S.

mutans

Apds andlise da reatividade dos anticorpos gerados contra a proteina Plsg.sio,

testamos a capacidade desses anticorpos em reconhecer 0 mesmo fragmento na proteina

inteira (P1) nativa expressa na superficie de algumas linhagens de S. mutans. Como

demonstrado na figura 13, todas as amostras de soro testadas reagiram com as bactérias

testadas, especialmente com as linhagens UA159 e NG8.
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Figura 13 - Avaliagdo da reatividade dos anticorpos com a proteina P1 nativa presente na superficie de
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representadas, respectivamente, nas figuras A, B, C e D, foram testadas como antigeno de fase solida em
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experimento realizado em duplicata, os valores estdo expressos em forma em absorbancia +/- DP.
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4.11 Determinacdo da avidez dos anticorpos gerados ao antigeno recombinante
Plsg.512.
Outro teste empregado na avaliagdo qualitativa dos anticorpos gerados nas

imunizacbes foi o0 ensaio de avidez ao antigeno. Esse teste tem como principio
demonstrar a forca de ligacdo dos anticorpos gerados ao antigeno. A avidez dos
anticorpos foi avaliada tendo como base a dissociacdo da interagdo antigeno-anticorpo,
pela adi¢cdo do reagente tiocianato de amonio em diferentes concentragGes, em ensaios
de ELISA. Como podemos observar na figura 14, a quantidade de tiocianato necessaria

para dissociar 50% dos anticorpos ligado a proteina Plgs 512 foi semelhante em todas as

amostras testadas.
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Figura 14 - Avaliacdo da avidez dos anticorpos gerados com a proteina Plsgsip. A afinidade entre os
anticorpos e o antigeno foi determinada em ensaios de ELISA utilizando-se diferentes concentracdes do
agente dissociante tiocianato de amonio, tendo como antigeno de fase sélida a proteina recombinante
P13951,. (A) Determinacéo da concentragdo de tiocianato de amdnio necessaria para dissociar metade dos
anticorpos ligados ao antigeno Plsq.515. (B) Curva com diferentes concentragcfes de tiocianato e percentual
de ligacdo correspondente. Amostras de soro (correspondentes as amostras coleadas apés a 32 dose) foram
normalizados e utilizadas neste ensaio. Os dados referem-se a dois ensaios independentes *, p<0,05; **,
p<0,01; ***, p<0,001. (Two-way ANOVA com pos-test Bonferroni’s).

4.12 Avaliacao de citocinas

Tendo como base a inducdo IgG1 e 1gG2a nos animais imunizados, verificamos
se 0 mesmo perfil de resposta imunologica seria observado apds a medicdo da producéo

das citocinas IL-6 e IFN-y em células colhidas dos animais imunizados. Além disso,
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nesta mesma andlise, dosamos as interleucinas regulatorias IL-10 e IL-17. Para isto, as
células do baco e linfonodos dos animais imunizados foram reestimuladas in vitro com
a proteina Plsg.5,. Como podemos observar na figura 15 A e B, foram detectados
niveis homogéneos das citocinas IL-6 e IFN-y proveniente dos esplendcitos dos
camundongos imunizados com esporos das linhagens recombinantes (LDV702 e
LDV704) ou com a linhagem selvagem 10112, seguido de duas doses reforgo da
proteina Plsgs10. ESSe resultado demonstra, mais uma vez, o perfil de resposta misto
Th1/Th2 induzido apds a administracdo das diferentes formulagfes vacinais. O mesmo
fendmeno foi observado nas analises de 1L-10 e IL-17 (Figura 15 C e D). Ndo fomos

capazes e detectar essas citocinas nos linfonodos dos animais imunizados.
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Figure 15 - Anélise da producéo de citocinas IL-6, IFN-y, IL-10 e IL-17 ap6s o regime vacinal dose-
reforco heterdlogo de 3 doses. Sobrenadante de células do bago e LNCs foram estimulados in vitro por 72
horas com (5 pg) a proteina Plsys;,. As amostras foram analisadas por ensaio de CBA
(Cytometricheadsassay), conforme as instrugdes do fabricante.
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4.13 Avaliacdo da resposta imune celular Plsg.s1, especifica

Como vimos anteriormente, o regime vacinal empregado exultou na modulagéo
para os dois bracos da resposta imune (Th1/Th2), com isso, na etapa final do trabalho,
resolvemos avaliar se as imunizacGes com os esporos de diferentes linhagens de B.
subtilis (1012, LDV702 e LDV704) mais duas doses reforco com a proteina Plsg.s:2,
coadministradas com o adjuvante LTK63, seriam capazes de ativar respostas de células
T CD4" e T CD8" produtoras de I1L-4 ou IFN-y. Como podemos observar na figura 16
A e B, a porcentagem de linfocitos T CD4" produtores de I1L-4 ou IFN-y foi semelhante
aquela observada nos grupos imunizados com as diferentes linhagens de B. subtilis
(primeira dose) e os animais do grupo controle (PBS na primeira dose). O mesmo
padrdo de resposta foi observado quando analisamos a ativacdo de linfocitos T CD8"
produtores de IFN-y (Figura 16 C). Esses resultados indicam, portanto, que as
diferentes formulacdes vacinais apresentaram baixa eficiéncia na ativacdo de linfocitos
TCD4" e TCDS".
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Figura 16 - Avaliacdo in vitro de linfocitos TCD4" e TCD8" produtores de I1L-4 e IFN-y apds 16 horas de
estimulacdo in vitro dos esplendcitos dos animais imunizados com a Plsgs;; Os resultados estdo
apresentados na forma de porcentagem de células ativadas sobre o total de linfocitos TCD4+ ou TCD8+
(100.000 células) cada. As amostras de bago foram coletadas trés semanas apds a Ultima dose e
analisadas por citometria de fluxo.

Apbs o regime vacinal, fizemos analises de IgA na saliva, por meio de ensaio de
ELISA, e avaliamos também a inducéao de células produtoras de IgA utilizando ensaios
de ELISPOT. No entanto, nas condi¢fes de imunizacdo e experimentagdo nao foi
possivel observar a IgA na saliva, e nem a presenca de células produtoras de IgA no

sobrenadante de esplendcitos dos animais imunizados.



5 DISCUSSAO
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No presente trabalho tivemos como objetivo avaliar uma nova estratégia vacinal
administrada pela via sublingual e testada em esquema de sensibilizagéo e reforco
(prime-boost) heterdlogo contra o patégeno S. mutans, considerado o agente primordial
no desenvolvimento da carie dental em humanos. Utilizamos como antigeno alvo a
proteina recombinante P13q.51, tanto na forma de proteina purificada como expressa em
veiculos vivos para entrega do antigeno. Em particular, empregamos a linhagem
recombinante de B. subtilis LDV702, que expressa a proteina ap6s germinagdo do
esporo, bem como a linhagem LDV704 que, além de expressar a proteina na fase de
germinacdo expressa também uma proteina recombinante na capa do esporo (invasina)
que permite um transito mais lento do esporo pelo trato intestinal de camundongos.
Além disso, avaliamos também a proteina LTK63 como adjuvante vacinal co-
administrada pela via sublingual. Os ensaios foram planejados de forma a demonstrar a
capacidade dos esporos recombinantes de B. subtilis em “primar” o sistema imune de
mucosa para 0 antigeno alvo e, portanto, ampliar as respostas imunoldgicas geradas
apos doses de reforco empregando a proteina recombinante purificada, administrada

pela via sublingual.

Apds o regime vacinal administrado em trés doses, avaliamos as respostas
imunes humorais induzidas pelas diferentes formulacdes vacinais em dois blocos. No
primeiro bloco, apresentamos o0s resultados obtidos apds administracdo com 0s esporos
recombinantes (LDV702 ou LDV 704), seguido por duas doses da proteina P1sg.512 sSem
a presenca do adjuvante. No segundo bloco foi feita a imunizagdo com as mesmas

formulac@es, porém na presenca do adjuvante LTK63 na segunda e terceira dose.

Inicialmente, questionamos se o regime dose-refor¢o heterélogo sem a presenca
do adjuvante seria capaz de potencializar a resposta de anticorpos antigeno-especificos
apo6s administracdo pela via sublingual. Ao analisarmos 0s resultados de ambos os
regimes administrados em sensibilizacdo e reforco heterélogo, vimos que todas as
formulacGes mostraram-se capazes de induzir anticorpos IgG Plsg.s1, especificos. Os
grupos (descritos nos blocos 1 e 2) que receberam as formulagGes contendo esporos
1012 ou PBS na primeira dose e a proteina P1sg.512 nos dois ultimos reforgos, associado
ou nédo ao adjuvante LTK63,desenvolveram titulos de anticorpos apenas apos a segunda
dose de reforco. Por outro lado, a imunizagdo com esporos recombinantes que
codificavam para Plsg.512 levou & producdo de anticorpos especificos ap6s a primeira

dose de reforgo. Esses resultados indicam a eficiéncia dos esporos das linhagens
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recombinantes (LDV702 e LDV704) em induzir respostas imunoldgicas. Resultado
semelhante foi observado por Tavares e colaboradores (2014), onde foi possivel
observar a deteccdo de anticorpos sistémicos utilizando os esporos das mesmas
linhagens por via sublingual em regime de sensibilizacdo e reforco homdélogo. As
linhagens utilizadas expressam o antigeno vacinal somente apds a germinacdo dos
esporos, e isto pode ocorrer apés a fagocitose destes no interior de células imunoldgicas,

onde serdo processados e apresentados para o sistema imune.

Ao compararmos os titulos de anticorpos especificos gerados, observamos que o
adjuvante LTK63 foi fundamental para a potencializacdo das respostas imunoldgicas
como confirmado pelo aumento significativo de anticorpos sisttmicos nos grupos que
receberam a proteina em coadministracdo com adjuvante (Bloco-2) em relacdo aqueles
que receberam apenas a proteina sem adjuvante nas duas doses (Bloco-1). Os resultados
indicam que a sensibilizacdo de respostas de anticorpos por meio de esporos
recombinante B subtilis ndo se mostrou eficiente, mas a incorporacdo do adjuvante
LTK63 aumentou de forma significativa a geracdo de anticorpos especificos contra a

proteina Pl3g.512.

Outro pardmetro interessante demonstrado nas andlises da resposta imune
humoral induzida pelos dois regimes vacinais foi o perfil de subclasses de IgG.
Observamos que nos grupos imunizados com as formulacGes sem a presenca do
adjuvante apenas a subclasse 1gG1 foi detectada, sendo portanto, indicativo de um perfil
de resposta imune do tipo Th2. Ao analisarmos as subclasses dos grupos que receberam
as formulagcdes combinadas com o adjuvante, percebemos que houve uma modulagéo da
resposta imune para um perfil de resposta mista, Th1/Th2, com a deteccdo das
subclasses 1gG1/lgG2a. Esse mesmo perfil de resposta foi observado por Batista e
colaboradores (2014) onde a administragdo da Plsgs1, pela via subcutanea associada
com outro mutante de LT, LTK4R, foi capaz de modular a resposta para um perfil
balanceado, Th1/Th2, em comparacdo com animais imunizados com proteina. 1sso
indica que o padrdo de resposta induzido pela proteina P13g.51, associada a LT promove
um perfil de resposta misto. Nas condic¢Ges testadas, as via sublingual e subcutanea
aparentemente ndo influenciaram o perfil de subclasses dos anticorpos gerados. Além
disso, outros trabalhos tém demostrado que o padrdo de resposta imunoldgica induzido
pela LTK63 € do tipo Thl (RYAN et al., 2000; RODRIGUES et al., 2011). Sabe-se que

0s esporos de B. subtilis podem atuar também como adjuvantes, direcionando para um
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perfil de resposta balanceado Th1/Th2 (BARNES et al., 2007; LUIZ et al., 2008; DE
SOUZA et al., 2014). No entanto, os resultados obtidos neste trabalho, permitem inferir
que a modulagdo das respostas apresentadas pode estar relacionada com o elo antigeno,

assim como pelo adjuvante LTK63.

A fim de confirmar o perfil das respostas imunoldgicas induzidas apds a
administracdo das diferentes formulacdes vacinais empregadas neste trabalho,
avaliamos a producdo das citocinas IL-6, IFN-y, IL-10, IL-17 no sobrenadante de
esplendcitos estimulados in vitro. Nos grupos dos animais imunizados sem o adjuvante
LTK®63, ao contrario do observado com o perfil indicado pelas anélises de subclasses, a
avaliacdo de citocinas mostrou um perfil de resposta distinta. Nos animais imunizados
com esporos da linhagem LDV702 (primeira dose) e a proteina Plsgsi, (Segundo e
terceiro reforco) observamos um perfil de resposta misto (Th1/Th2) com a deteccdo de
niveis equilibrados das citosinas IL-6 e IFN-y. Porém, nos animais imunizados com
esporos selvagem 1012 (primeira dose) e com a proteina (segundo e terceiro reforgo)
evidenciamos um padrdo Th1l, pois a citocina com os maiores niveis de detec¢do foi o
IFN-y. Por outro lado, para o grupo que recebeu os esporos da linhagem LDV704
(primeira dose) e a proteina Plsgs12 (Segundo e terceiro reforco), a resposta imune

induzida foi sugestiva de um perfil Th2, como demonstrado pela analise de subclasses.

Em relacdo aos grupos que receberam as formulacdes contendo o adjuvante
LTKG63 foi evidenciado um padréo de resposta mista, Th1/Th2, corroborando resultados
das analises de subclasses de 1gG, descritos anteriormente. Além disso, dosamos a
citocina IL-10 e verificamos a presenca da mesma nos sobrenadante de células de bago
de todos os camundongos imunizados. A IL-10 é produzida principalmente por células
Th2, atua na regulacdo de outras citocinas, inclusive inibindo a ativacdo de células Thl
(REDFORD; MURRAY; O’GARRA, 2011). Detectamos também a IL-17 quando as
formulacBes vacinais foram administradas na presenca do adjuvante ou apds a
administracdo dos esporos de B. subitilis 1012 com a proteina. Em um estudo realizado
por Brereton e colaboradores (2011), foi demonstrado que concentracGes distintas de LT
e de LTK63 induzem a producéo da citocina IL-17, sendo esta indicativa de um perfil
de resposta Th17. Esse perfil de resposta esta relacionada a imunidade protetora contra
infeccOes bacterianas. O padrdo de citocinas evidenciado nos nossos resultados é

caracteristico do tipo de resposta induzida pelo adjuvante LTK63 (IL-6, 1L-10, IFN-y,
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IL-17). Em um estudo realizado por STASILOJC e colaboradores (2015) foi
demonstrado que o emprego de esporos recombinantes levou a respostas direcionadas
para um perfil Th1/Th17.

Nas analises qualitativas das respostas humorais, vimos que 0s anticorpos
induzidos ap0ds a imunizacdo com as diferentes formulacGes vacinais reconheceram
epitopos conformacionais e lineares presentes no fragmento Plsgsi;o, € esse
reconhecimento foi melhor nos grupos imunizados com a presenca do adjuvante
LTK63. Esses resultados corroboram dados gerados por Batista e colaboradores (2014)
gue demonstraram o mesmo fenbmeno de reatividade dos soros gerados frente ao
reconhecimento de epitopos presente na proteina Plsgs;,. Além disso, 0s anticorpos anti-
Plsgs12 especificos dos animais imunizados com as formulagbes na presenca do
adjuvante foram capazes de reconhecer a proteina P1 nativa presente na superficie de
diferentes linhagens do S. mutans, porém com titulos menores do que aqueles obtidos
com o fragmento Plsgs12. Logo, essas analises demonstram a existéncia de epitopos
lineares e conformacionais dispostos na proteina recombinante, com prevaléncia dos
epitopos linheares, A diferenca entre o reconhecimento da proteina recombinante P1zg.
512 € da proteina nativa presente na superficie de diferentes linhagens do S. mutans por
anticorpos gerados ap6s imunizacdo estaria associada a diferencas na conformacéo e,

consequentemente, nos epitopos da proteina recombinante em relacdo a proteina nativa.

Também nos perguntamos, se o adjuvante utilizado alteraria a afinidade de
ligacdo dos anticorpos ao antigeno entre as diferentes formulagdes, por meio do teste de
avidez dos anticorpos anti-Plsgs12. Observamos que os anticorpos induzidos pelas
formulag¢Ges administradas com o adjuvante LTK63 mostraram avidez semelhante para
0 antigeno. Esse resultado demonstra que a imunizacdo com esporos recombinantes
associados ao adjuvante ndo afeta de forma significativa a afinidade dos anticorpos
gerados entre as formulagOes, indicando que as mesmas apresentam potencial

semelhante em relacéo a esse parametro funcional.

A proposta vacinal baseada no regime sensibilizacdo e refor¢co heterélogo na
auséncia do adjuvante LTK63 demonstrou uma baixa eficiéncia na indugdo de respostas
imunes humorais antigeno-especifica. Dessa forma, procuramos avaliar se essas
formulagGes estariam modulando para uma resposta imunoldgica de base celular. Assim

como foi analisadas por outros trabalhos utilizando esporos ou LTs (WILLIAMS et al.,
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2004; BARNES et al., 2007). Neste trabalho, analisamos ativacgéo de células T CD4" e
T CD8" produtoras das citocinas IL-4 ou IFN-y. Nossos resultados demonstram que
nenhuma das formulagbes empregadas levou a ativacdo de respostas celulares
envolvendo linfécitos T. Resultados semelhantes foram obtidos apds as imunizagdes
com as formulagdes que continham o adjuvante LTK63. Esses resultados deixam claro
que a imunizacdo pela via sublingual com as formulagdes vacinais testadas ndo se

mostra eficaz na ativagdo de respostas mediadas por linfdcitos T.

As duas linhagens recombinantes de B. subtilis (LDV702 e LDV704), utilizadas
neste trabalho foram previamente construidas por nosso grupo de pesquisa, com 0
propdsito de expressar a proteina Plsgsio durante a fase de germinagdo. A linhagem
LDV704 foi planejada também para direcionar o alvo vacinal para células M, que
possuem receptores Bl de integrina, promovendo o aumento da captura do antigeno por
essas células presentes em mucosas. No presente trabalho, apds a administracdo dos
esporos dessas linhagens em regime de sensibilizacdo e reforgo heterdlogo, pela via
sublingual, ndo foram observadas diferencas estatisticas na inducdo de anticorpos anti-
P139.512 especificos nos animais imunizados com essas linhagens separadamente. Esses
resultados corroboram dados obtidos por Tavares e colaboradores (2014), quando as
mesmas linhagens foram testadas utilizando a via sublingual, no entanto, em regime
homologo. No mesmo estudo também foi observado que, ao serem administrados pelas
vias oral ou intranasal, os esporos da linhagem LDV704 mostram-se mais eficientes na
ativacdo do sistema imune do que os da linhagem LDV702 (TAVARES BATISTA et
al., 2014). Esses resultados indicavam que o mecanismo de direcionamento do antigeno
para células do tecido intestinal (GALT) e do tecido linfoide associado a mucosa nasal
(NALT), as quais contem receptores de integrina (DORNER et al., 2010). Os resultados
observados apds imunizacdo pela via sublingual indicam que essa via ndo se mostra
eficiente nas imunizacbes feitas com esporos recombinantes e sugerem a auséncia ou
ndo acessibilidade de células que expressem receptores para a invasina codificada pela

linhagem 704.

A via sublingual compreende uma grande area de absor¢éo para antigenos, que,
ao serem entregues, podem ativar células dendriticas presentes no tecido local, ou
podem ser absorvidos diretamente para a circulagdo sanguinea (AMUGUNI et al.,
2012). Em alguns trabalhos, a utilizagdo dessa via de imunizagdo mostrou resultados

promissores com a inducdo de anticorpos sisttmicos e de mucosa contra diferentes
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antigenos (CUBURU et al., 2007; AMUGUNI et al., 2011, 2012). Em estudos prévios
realizados pelo nosso grupo de pesquisa, a via sublingual foi explorada para a
administracdo de alguns antigenos de S. mutans, dentre eles, a proteina P13g.51. Como
resultado, foi verificado que essa via de imunizacdo demonstrou ser um local promissor
na ativacao d respostas imunes humorais com inducéo de altos niveis de anticorpos 1gG-
especificos (TAVARES BATISTA et al., 2014; FERREIRA et al., 2016) Os resultados
obtidos ao longo do trabalho revelaram que, ao contrario de outras vias de mucosa, a via
sublingual ndo se revelou ser eficiente na montagem de respostas imunoldgicas
especificas em regimes vacinais do tipo sensibilizacdo e reforco em condi¢fes nas quais
esporos recombinantes de B. subtilis foram empregados como estimulo sensibilizador
(priming). No entanto, a utilizagdo de um adjuvante de mucosa (LT), co-administrado
nas doses de refor¢co com a proteina recombinante purificada, levou a um significativo
aumento nas respostas de anticorpos especificos. De um modo geral, os resultados
expandem o conhecimento a cerca do potencial vacinal da via sublingual e sobre

esporos recombinantes de B. subtilis.

O regime vacinal sensibilizacdo e reforco heterlogo empregado neste trabalho é
uma estratégia que permite a combinacéo de diferentes sistemas para a apresentacdo do
antigeno alvo com a finalidade de obter respostas imunoldgicas protetoras. Essa
estratégia foi apresentada em muitos trabalhos como uma alternativa promissora para o
aumento da imunogenicidade de antigenos em vérias formulagdes vacinais
(CIABATTINI et al., 2004; LASARO et al., 2005; DALMIA; RAMSAY, 2012). No
entanto, é importante ressaltar que varios fatores podem influenciar no desempenho da
inducdo de respostas imunologicas apds um regime vacinal, como a ordem e as vias
pelas quais as formulages sdo administradas, assim como o antigeno empregado, bem
como, a natureza do vetor ou o tipo de adjuvante utilizado (LU, 2009; NASCIMENTO;
LEITE, 2012). Nos resultados obtidos neste trabalho, com o emprego do regime
sensibilizacdo e reforco heter6logo, ndo foram obtidas evidéncias de ativacdo de
respostas imunolégicas especificas, particularmente em mucosas, com esporos de B.
subtilis. Entretanto, as formulacdes em associacdo com o adjuvante LTK63 foram
capazes de potencializar respostas sistémicas de anticorpos. Assim, a exploracdo dessa
estratégia vacinal para antigenos de S. mutans permanece como uma alternativa
promissora, porém desafiadora, para o desenvolvimento de vacinas para a prevencgédo da

carie dental.



6 CONCLUSOES



68

Todas as formulacGes empregadas em esquemas de sensibilizacdo e reforco

heter6logo mostraram-se capazes de ativar resposta de 1gG anti-Pl3g.51 .

Os grupos imunizados com as formulagdes na presenca do adjuvante LTK63

induziram resultados significativos nas respostas de anticorpos sistémicos.

O regime vacinal de sensibilizacdo e reforco heter6logo ndo induziu resposta

IgA especifica em mucosas nas condi¢des testadas.

A coadministracdo do antigeno com o adjuvante LTK63 potencializou as
respostas imunes sistémicas, e também aumentou a quantidade de anticorpos
gerados e com capacidade de reconhecer o antigeno recombinante presente na
proteina expressa na superficie da bactéria.

Os esporos de B. subtilis, utilizados como veiculos vivos para a apresentacdo do
antigeno, representam uma plataforma promissora na entrega de antigenos
vacinais, uma vez que possuem a capacidade de preservar 0 antigeno
transportado, mostram-se seguros para a administragdo em seres humanos e

possuem baixo custo de producéo.
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