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RESUMO

Jesus MJR. Desenvolvimento de uma estratégia vacinal contra a toxina de Shiga (Stx) de
Escherichia coli enterohemorragica (EHEC) baseada na proteina recombinante Stx2AAB
incorporada a lipossomas. [Dissertacdo (Mestrado em Parasitologia)]. Sao Paulo: Instituto
de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo; 2016.

Infecgdes associadas a cepas da Escherichia coli enterohemorragica (EHEC), podem causar
manifestacdes clinicas como diarreia, colite hemorrdgica e a Sindrome Hemolitica
Urémica (SHU), a complicagdao mais severa da infec¢do. A expressdao de variantes naturais
da toxina de Shiga (Stx) representa o principal fator associado a viruléncia de linhagens de
STEC (Escherichia coli produtora de Shiga toxina) sendo a variante Stx2 a principal forma
da toxina associada a SHU. Até o momento nao se dispde de uma vacina ou tratamentos
efetivos para a SHU em humanos. Neste cendrio, formas recombinantes atdxicas da toxina
Stx2, representam uma alternativa para o desenvolvimento de vacinas para a prevengao da
SHU. Assim, o presente trabalho teve por objetivo desenvolver uma vacina baseada em
uma forma atoxica de Stx2 combinada a lipossomas, capaz de induzir a geragdo de
respostas imunoldgicas humorais com capacidade neutralizante frente a Stx2. Para isso,
um derivado atoxico de Stx2, contendo a subunidade B e a por¢ao A, da subunidade A
denominado Stx2AAB, foi expressa em linhagens de E.coli BL21. Tentativas iniciais de
purificacdo resultaram na formacdo de agregados proteicos. Ajustes nas condi¢des de
cultivo e purificagdo permitiram obter a proteina na forma de mondmero da subunidade
B, mas sem a presenca da por¢do A,. O antigeno obtido foi incorporado a lipossomas
multilamelares (MLVs), combinados ao lipidio A e administrados por via subcutanea a
camundongos. Animais imunizados desenvolveram anticorpos sistémicos especificos
contra Stx2 capazes de neutralizar a toxina iz vitro e conferir protegao parcial a animais
desafiados com dose letal da toxina. Em conclusdo, o trabalho confirmou o potencial
vacinal do antigeno e validou a estratégia baseada na incorporagdo do antigeno aos MLVs
como estratégia de imunizagao.

Palavras-chave: Escherichia coli. Toxina de Shiga. SHU. Stx2. Lipossomas. MLVs.
Nanoparticulas. Sistema de entrega vacinal. Proteinas recombinantes.



ABSTRACT

Jesus MJR. Development of a vaccine strategy against Shiga toxin (Stx) of Escherichia coli
(EHEC) based on recombinant protein Stx2AAB incorporated into liposomes.
[Dissertation (Masters thesis (Parasitology)]. Sao Paulo: Instituto de Ciéncias Biomedicas,
Universidade de Sao Paulo; 2016.

Infections associated with strains of enterohaemorrhagic Escherichia coli (EHEC), can cause
clinical manifestations such as diarrhea, hemorrhagic colitis and hemolytic uremic
syndrome (HUS), the most severe complication of infection. The expression of natural
variants of Shiga toxin (Stx) is the main factor associated with virulence of STEC strains
(Escherichia coli Shiga toxin-producing) and the variant Stx2 the main form of the toxin
associated with HUS. Yet not have a vaccine or effective treatment for HUS in humans.
In this scenario, non-toxic recombinant forms of the Stx2 toxin, represent an alternative to
the development of vaccines for the prevention of HUS. Thus, this study aimed to develop
a vaccine based on a non-toxic form of Stx2 combined with liposomes, capable of inducing
the generation of humoral immune responses with neutralizing capacity against the Stx2.
For this, a nontoxic derivative of Stx2, containing the B subunit and an A, subunit termed
portion of Stx2AAB was expressed in BL21 E. coli strains. Initial purification attempts
resulted in the formation of protein aggregates. Adjustments in the cultivation and
purification conditions have enabled the protein as the monomer subunit B but without the
presence of the A, portion. The obtained antigen was incorporated in multilamellar
liposomes (MLVs), the combined lipid A and administered subcutaneously to mice.
Immunized animals develop systemic antibodies specific against Stx2 able to neutralize
toxin in vitro and to confer partial protection when challenged with a lethal dose of toxin.
In conclusion, the study confirmed the potential vaccine antigen and validated strategy
based on antigen incorporation into MLVs as immunization strategy.

Keywords: Escherichia coli. Shiga Toxin. HUS. Stx2. Liposomes. MLVs. Nanoparticles.
Vaccine delivery system. Recombinant protein.
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1.1  Epidemiologia das infeccdes associadas a linhagens de Escherichia coli
enterohemorragica (EHEC) e a Sindrome Hemolitica Urémica (SHU)

Infecgdes associadas a cepas da EHEC, em especial aquelas do sorotipo O157:H7,
causam manifestagcdes clinicas como diarreia, colite hemorragica e podem levar a
Sindrome Hemolitica Urémica (SHU), a complicagdo mais severa da infeccao (1,2). A
SHU pode ser letal, principalmente em criangas e adolescentes. Globalmente estima-se
cerca de 6,1 casos por 100.000 pessoas/ano, em criangas menores de 5 anos, com taxa de
mortalidade de 3 a 5%. Em adultos, com idade entre 50 e 59 anos, a incidéncia de casos
de SHU ¢ mais baixa, com aproximadamente 0,5 casos por 100.000 pessoas/ano (3). A
doenca se caracteriza pela faléncia renal aguda, trombocitopenia, anemia hemolitica
microangiopatica e complicagdes do sistema nervoso central (4,5,121). SHU emergiu nas
ultimas trés décadas como uma ameaca a satde publica mundial. E um problema critico
em paises desenvolvidos e em alguns paises latino-americanos, particularmente na
Argentina atualmente o pais com o maior nimero de casos no mundo, cerca de 55 casos
de SHU por 100.000 pessoas (1,130).

Dentre as diversas linhagens de EHEC, as linhagens do sorotipo O157:H7
receberam maior destaque, pois foram responsaveis por surtos de colite hemorragica nos
Estados Unidos (6,7,123), Japdo, Argentina, Chile, (8,9,122,129), Canadd e alguns paises
europeus (10-12,128). Outros sorotipos caracteristicos de EAHEC (E. coli enteroagregativa
com capacidade de produzir a Stx2 foram associados a casos de SHU, sendo o sorotipo
0104:H4 responsavel pelo surto ocorrido em 2011 na Alemanha (12—-14). No Brasil poucos
sdo os registros de isolamento de linhagens de EHEC do sorotipo O157:H7 associados a
casos de SHU. No entanto, a proximidade com a Argentina, representa um risco que nao

pode ser ignorado (15,16).

1.2 A patogénese de EHEC e a toxina de Shiga (Stx)

Em semelhanga a linhagens E. coli enteropatogénica (EPEC), linhagens de EHEC
possuem a capacidade de colonizar o epitélio intestinal e induzir lesdes do tipo A/E, do
inglés “attaching and effacing”, ao colonizar o trato gastrointestinal. Essa habilidade ¢

codificada por uma ilha de patogenicidade chamada LEE, do inglés “Locus of Enterocyte
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Effacement” (17). No entanto, a capacidade de produgdo da toxina Stx, representa o fator
associado a viruléncia mais relevante para o desenvolvimento da diarreia sanguinolenta e
as complicagdes sistémicas extra-intestinais da SHU.

Descrita pela primeira vez em 1977 (18), as toxinas produzidas por E. coli produtora
de Shiga toxina (STEC) pertencem a dois grupos sorologicamente distintos: Stx1 e Stx2.
Os genes que as codificam estao localizados no genoma de bacteriéfagos lambdoides (19),
os quais levam a lise da célula hospedeira quando induzido por estresse (uso de
antibidticos), desencadeando um aumento na liberagdo de Stx (20). A Stxl esta
relacionada a toxina de shiga produzida pela S. dysenterie tipo 1, diferindo apenas pela troca
de um aminoacido na subunidade A (11). Linhagens de STEC podem produzir variantes
naturais de Stx1 (Stx1, Stxlc, Stx1d) assim como de Stx2 (Stx2a, Stx2c, Stx2d, Stx2e,
Stx2f) ou ambas em diferentes combinagdes (21). Stx1, Stx2 e seus variantes reconhecem
um mesmo receptor glicolipidico (excecao de Stx2e, a qual se liga ao Gb; e Gby), mas
apresentam diferencas de afinidade (22). Porém, essas toxinas podem ser diferenciadas por

sua atividade bioldgica e caracteristicas imunoldgicas (23).

— Subunidade A
Enzimaticamente ativa

Subunidade B
Ligante

Figura 1 - Representacido esquematica da estrutura molecular da toxina de shiga (Stx) produzidas por EHEC. Em
vermelho esta indicada a subunidade A da toxina, sendo os locais de ligagdao da por¢dao A: e Az destacados em amarelo.
A porg¢ao A: ancora a subunidade A nas subunidades B, esta tltima composta por um anel pentamérico contendo cinco
monomeros (indicado na figura com diferentes cores). Os sitios de ligagdo ao receptor glicolipidico Gbs
(globotriaosilceramida) estdo indicados pela numeragdo de 1-3, destacada em rosa. (Reproduzido de Fraser et. al., 2004)

Evidéncias clinicas indicam que casos de SHU estio mais frequentemente
associados a cepas produtoras de Stx2 (10,126). As toxinas Stx2 de STEC sao toxinas do
tipo ABs (21). A subunidade A ¢é formada por 319 aminoécidos, com peso molecular de 32
kDa e representa a por¢ao enzimaticamente ativa. A subunidade B é composta por cinco
monomeros formados por 89 aminoacidos, cada um com peso molecular de 7,7 kDa. Esses
mondmeros formam um anel pentamérico responsavel pela ligacao da toxina ao receptor

glicolipidico Gb; (globotriaosilceramida), encontrados em maior quantidade na superficie



1 INTRODUCAO

de células dos rins, endotélio microvascular e células como macrofagos, dendriticas e
neutroéfilos (11,24). A agdo da Stx2 se da apos a colonizagao do intestino. A toxina
produzida localmente é absorvida pela corrente sanguinea, chegando aos tecidos alvos
(25). A subunidade B se liga ao receptor Gb; pelo pentdmero e a subunidade A ¢é
internalizada por endocitose. Ocorre a sua dissociagdo em fragmento A; (27,5 kDa) e A,
(4,5 kDa) pela agdo da enzima furina. O fragmento A, é transportado de forma retrograda
do aparato de Golgi até o reticulo endoplasmatico onde cliva uma ligagao N-glicosidica
do residuo de adenina do RNA ribossdmico eucarioto 28S da subunidade ribossomal 60S.

Assim, inibe a sintese proteica, tornando-se citotoxica para as células-alvo (26,27).

1.3  Epidemiologia de linhagens de STEC

O principal reservatério de STEC e EHEC sdo os bovinos. Derivados, como leite e
carne crua ou mal passada, representam os maiores contribuintes para a disseminac¢ao da
infec¢do. Vegetais e dgua contaminados, assim como, o contato pessoal com individuos
portadores da infec¢do, também sao meios de transmissao de EHEC (7,28, 125).

No Brasil em avaliagdes prévias do gado leiteiro em fazendas no Estado de Sao
Paulo, foi registrada a ocorréncia de linhagens de EHEC que carregavam os genes stx/
e/ou stx2 (29). Recentes estudos com criangas saudaveis e diagnosticadas com SHU na
cidade de Sao Paulo, mostraram altas frequéncias de individuos produtores de anticorpos
contra as subunidades de Stx2 e lipopolissacarideo do sorotipo O157:H7, o que sugere a

presenca dessas linhagens em nosso estado (16,30).

1.4  Tratamentos disponiveis para SHU

Nos casos mais graves de SHU, os pacientes necessitam de transfusdes de sangue
ou plasma e dialise. A hemodialise e a didlise peritoneal dependem da idade e peso dos
pacientes, sendo a didlise peritoneal o tratamento de escolha para a insuficiéncia renal
cronica (31). Embora a didlise peritoneal tenha reduzido significativamente a mortalidade,
os danos as células endoteliais predominantemente nos glomérulos renais, desempenham
importante papel na patogénese da doenga. Entretanto, outros 6rgaos também sao afetados
como cérebro, pancreas e pulmdes, levando a sequelas em 12 a 30% dos infectados,
incluindo disfung¢dao renal cronica, hipertensao ou manifestagdes no sistema nervoso

central (17,32). As reposi¢oes hidricas e eletroliticas sdo necessarias como suporte basico
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ao paciente (33). O anticorpo monoclonal Eculizumab, um inibidor do complemento foi
licenciado para tratamento de SHU primaria, principalmente a atipica, associada a uma
desregulacdo do sistema complemento e tem sido utilizado como tentativa terapéutica,
principalmente em criangas, na Argentina (2012), Europa (2009) e Estados Unidos (2011)
(34). Devido aos riscos associados ao tratamento com antimicrobianos contra as infecgdes
de EHEC (35-37) e a presenca de tratamentos apenas paliativos, a vacinagao representaria

uma alternativa valida para reduzir a incidéncia da doenga e prevenir surtos.

1.5  Abordagens vacinais contra SHU

Diversas estratégias terapéuticas e profilaticas objetivando a neutralizagdo da Stx2
tém sido estudadas em modelos experimentais. Embora modelos baseados em murinos
nao reproduzam os sintomas observados em humanos, representam uma ferramenta util
para a avaliagdo da imunidade protetora induzida por formulagdes vacinais, seja esta
mediada por anticorpos secretados em mucosa ou anticorpos sistémicos (38).

Dentre as abordagens terapéuticas contra SHU, ha estudos quanto ao uso de
bactérias recombinantes inativadas expressando a subunidade B ou o receptor glicolipidico
na forma de bactérias fantasmas, que consistem em envelopes bacterianos desprovidos de
citoplasma, como veiculos vacinais (39-43). Proteinas do sistema de secre¢do do tipo 3
(T3SS), também foram alvos de estratégias vacinais experimentais e atuam pelo bloqueio
da coloniza¢ao bacteriana (44,45). A administracio de anticorpos monoclonais e
anticorpos de cadeia simples contra a Subunidade B, produzidos em lhamas, visando a
imunizag¢ao passiva (46-49) e uso de analogos sintéticos de Gbs; (50), que adsorvem
competitivamente a toxina no intestino também foram testadas, porém, até entdo, apenas
o0 anticorpo monoclonal Eculizumab mostrou-se promissor o suficiente para testes
subsequentes em seres humanos (34,51,52). Encontra-se em fase de recrutamento um
estudo clinico com o anticorpo monoclonal Eculizumab, utilizado para o tratamento de
SHU atipica, causada por disturbio no complemente, que leva a ativagdo de leucdcitos e

plaquetas, microangiopatia trombotica e subsequente lesao no 6rgao terminal (53-55).
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1.6  Desenvolvimento de vacinas profilaticas contra SHU

Nas ultimas décadas, abordagens profilaticas contra SHU também vém sendo
desenvolvidas. Toxoides derivados de Stxl ou Stx2 mostram-se capazes de conferir
protecdo a coelhos desafiados com as toxinas (56). Uma vacina de DNA que codifica a
subunidade B e uma parte da subunidade A; permitiu a indugdao de anticorpos
neutralizantes e conferiu protecao a desafio com Stx2 quando co-administrada com
plasmideo que codifica o fator de estimulagdo de colonia de granuldcitos e mondcitos (57).

Vacinas de subunidade tém-se mostrado eficientes na geragao de anticorpos
neutralizantes e, em alguns casos, geram protecao em modelos animais frente a desafio
com a toxina Stx2 (58,59). A imunizagao com uma proteina quimérica contendo StxA2-
StxB1 foi capaz de gerar anticorpos e protecdo em camundongos contra as duas toxinas
(60-62). A subunidade B de Stx2 quando fusionada a enzima luminase sintase da Brucella
spp., resultou em reposta humoral capaz de conferir protecdo a desafios com Stx2 em
camundongos fémeas imunizadas e suas crias (63,64). Neste contexto, a subunidade B
representa um dos alvos vacinais mais utilizados, principalmente por ser atdxica e o0s
anticorpos gerados contra ela serem capazes de bloquear a ligacdo da toxina ao receptor
Gb; e sua entrada no citosol onde exerce seus efeitos tOxicos.

Estudos indicam que epitopos presentes na subunidade B de Stx levam a produgdo
de anticorpos neutralizantes (46,60). Essa subunidade também mostra estabilidade em pH
extremo e, mesmo na presenga de proteases, possui capacidade de atravessar barreiras de
tecido no organismo e resisténcia a inativacao em ambientes extra e intracelular (65). No
entanto, a subunidade B da Stx2 apresenta baixa imunogenicidade apds imunizagdo em
mamiferos (66). Essa baixa imunogenicidade de Subunidade B de Stx representa uma
restricdo no desenvolvimento de uma formulagao vacinal eficientemente capaz de induzir
uma imunidade protetora contra EHEC e prevenir SHU (66). Nesse sentido, a proteina
recombinante Stx2B ja foi utilizada em diversos estudos associada a adjuvantes
demonstrando a necessidade do uso de adjuvantes, para potencializacgao da resposta
humoral gerada (59,62-64,67,68). Por outro lado, outras evidéncias indicam a presenga de

epitopos mais imunogénicos localizados na por¢do A, da subunidade A de Stx2 (69).
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1.7  Estratégias vacinais baseadas no antigeno Stx2AAB

Uma vacina de DNA construida para expressar um mutante atoxico de Stx2,
formado pela subunidade B e a porg¢dao A, (pStx2AAB), demonstrou ser capaz de gerar
anticorpos neutralizantes in vitro e conferir prote¢do parcial in vivo (70). Esta mesma
constru¢do foi utilizada em outras duas abordagens vacinais. A primeira avaliou o
potencial neutralizante e protetor dos anticorpos gerados pela imuniza¢ao com linhagens
vacinais de S. Typhimurium capaz de expressar o antigeno Stx2AAB (42). A administragdao
de uma forma recombinante de Stx2AAB, em combinag¢dao com diferentes adjuvantes
vacinais indicou que apenas o adjuvante de Freund foi capaz de induzir imunidade
protetora parcial nos animais (71). Os resultados obtidos atestam o potencial vacinal da
Stx2AAB, mas ressaltam a importancia do adjuvante na geracao de repostas imunoldgicas

eficazes na neutralizacao da toxina Stx2

1.8  Sistema de entrega de antigenos baseado em lipossomas

Muito utilizados por seu potencial adjuvante e eficiéncia na entrega de antigenos,
os lipossomas tem seu uso relacionado a diferentes estratégias vacinais. Sao vesiculas
lipidicas compostas normalmente por uma bicamada de fosfolipidios e compativeis com
as membranas celulares (72—77). Possuem baixa toxicidade, sao biodegradaveis e se
mostram apropriados para transportar antigenos pela capacidade de incorporar material
soluvel na fase hidrofilica ou hidrofébica (78). Fatores como estabilidade de
armazenamento e baixo custo reforcam a lista de vantagens dos lipossomos. A agdo
adjuvante depende de caracteristicas estruturais, dentre estas, o tamanho demonstra
influéncia no trafego, processamento e apresentacdo dos antigenos as APCs, em resumo,
influencia no perfil de reposta imunolédgico a ser obtido com a formulagdo administrada,
Th1l ou Th2 (79-83). Assim, antigenos pouco imunogénicos quando incorporados a
lipossomas, sao capazes de promover resposta imune humoral ou celular e, em alguns
casos, podem promover sinergismo quando combinados a adjuvantes (76,84,85).

Os lipossomas multilamelares (MLVs) representam uma forma de lipossoma que
conta com varias camadas lipidicas espacadas entre si. Sao obtidas por processo de fusdo
das vesiculas na presenca de ions de cdlcio ou magnésio (86). Essas vesiculas permitem o

encapsulamento eficiente de antigenos e a liberacdo de forma lenta e continua, o que
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proporciona um maior estimulo da resposta imunologica (87). Lipossomas unilamelares
conjugados a toxoides de Stx1 ou Stx2 por processo quimico mostraram-se promissores
quando avaliados em modelo murino e em macacos, gerando anticorpos neutralizantes de
Stx2 (88,89,124). Em uma imunizagdao oral com lipossomas compostos por lipidios
neutros, anidnicos e o lipidio A (MPL), encapsulando um lisado celular de E.coli O157:H7,
induziu a produg¢ao de anticorpos neutralizantes de mucosa e séricos, que inibiram a
adesao de Stx em células Caco-2 (90). Esses resultados sugerem que o uso de lipossomas
multilamelares associados a Stx2AAB possa aumentar a imunogenicidade do antigeno e

seu potencial protetor.

Figura 2 - Lipossomas multilamelares (MLVs). Imagem da estrutura de MLVs compostos pelos lipidios DOPC, DPPG
e DGS-NTA(NI), obtida por microscopia eletronica de transmissido (A) MLV em solugdo. (B) Efeito de agregagdo das
MLV (foto gentilmente cedida por Wesley Fotoran).
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A proteina recombinante rStx2B foi expressa em linha de Escherichia coli, em

quantidade e qualidade para a realizagdo dos ensaios in vitro € in vivo.

A imunizag¢do por via subcutanea com a formulagdo vacinal MLV-rStx2B se
demonstrou promissora para o uso de vacinas de subunidades baseada em
uma forma recombinante atoxica de Stx, sendo capaz de induzir anticorpos
StxB-especificos com afinidade e capacidade de neutralizagdo da toxina

nativa.

A protecdo parcial conferida pela vacina abre perspectivas para estudos
futuros com os MLVs em associag¢ao a subunidade B da Stx, bem como outras
formas recombinantes de Stx, como estratégias de prevencao da SHU gerada

pela infeccdo com linhagens de EHEC.
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