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RESUMO

O desenvolvimento de vacinas multivalente constitui uma das prioridades na
pesquisa de vacinas modernas. A utilizagdo de vetores vivos para apresentacdo de
antigenos heter6logos mostra-se bastante atraente, ¢ eliminaria a necessidade de vdérias
doses para se alcangar uma protecdo maxima. Este tipo de vacina poderia ser administrado
em dose tGnica, 0 que poderia aumentar a cobertura vacinal. Neste trabatho foi explorado o
potencial do Mycobacterium bovis BCG recombinante (rBCG) vivo expressando antigenos
de Bordetella pertussis, como futuro componente de uma vacina tetravalente rBCG-DTP
contra a tuberculose, tétano, difteria e pertussis. Os antigenos de pertussis utilizados foram
a subunidade S1 mutada e atéxica da Toxina Pertussis (S1-PT) e o fragmento CRD, um
dominio imunogénico da proteina FHA (Adesina Hemaglutinina Filamentosa). PT € o
principal fator de viruléncia de B. pertussis e tanto sozinho como combinado com outros
antigenos € o principal componente de todas as vacinas acelulares desenvolvidas até o
momento. FHA é um importante fator de aderéncia da bactéria s células ciliada alvo do
hospedeiro, sendo 0 CRD (dominio de reconhecimento a carboidrato) o responsavel pelo
reconhecimento de carboidratos em receptores de células do hospedeiro. Os genes detses
antigenos foram clonados em vetores de expressdo micobacterianos € expressos em BCG
sob o controle do promotor mutado da B-lactamase de Mycobacterium fortuitum, pBlaF*,
em fusdo com o peptideo sinal da B-lactamase. Estes vetores possuem como marcador de
selegdo um gene de resisténcia a kanamicina. Camundongos foram imunizados com rBCG
expressando S1-PT e os respectivos esplendcitos mostraram elevada producdo de IFN-y e
baixa producfio de 1.4, caracterizando uma forte resposta celular Thl antigeno-especifica
dominante. rBCG-S1PT induziu uma baixa resposta humoral contra PT. Camundongos

imunizados com rBCG-SIPT mostraram elevado nivel de prote¢do contra um desafio



intracerebral com uma cepa virulenta de B. pertussis. Animais imunizados com rBCG
expressando CRD revelaram a presenca de anticorpos anti-FHA no soro. Ensaios com
camundongos imunizados com a combinagdo destas duas vacinas estdo sendo realizados.
Uma nova abordagem para obteng@o de rBCG sem o uso de genes de resisténcia a
antibi6ticos como marcador de selecdo, foi investigada, utilizando a complementagio em
BCG auxotr6fico. Uma cepa de rBCG auxotrofico para lisina foi transformada com vetores
de expressdo contendo o gene de complementagdo para lisina e os antigenos de pertussis
sob controle do mesmo promotor: a selecdo dos recombinantes ¢ realizada em meio sem
lisina. Estas constru¢es permitiram a expressdo estavel dos antigenos e serdo avaliadas

quanto a indugdo de uma resposta imunolégica efetiva contra pertussis.
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ABSTRACT

The development of combined vaccines constitutes one of the priorities in modemn
vaccine research. The use of live vectors for heterologous antigen presentation is
desirable, as it could eliminate the necessity of several doses to reach a maximum
protection and increase vaccine coverage. In this work, the potential of
recombinant Mycobacterium bovis BCG (Bacillus Calmette and Guerin) (rBCG),
expressing Bordetella pertussis antigens was investigated. The antigens used
were the genetically detoxified S1 subunit of pertussis toxin (S1-PT) and the CRD
fragment of FHA (Filamentous hemagglutinin. The antigen genes were cloned into
mycobacterial expression vectors under control of the upregulated M. fortuitum -
lactamase promoter, pBlaF *, in fusion with the B- lactamase signal sequence.
Mice were immunized with rBCG expressing S1-PT and the respective
splenocytes induced specific production of INF-y and low IL-4, characterizing a
strong antigen-specific Th1-dominant cellular response. The rBCG-S1PT induced
a low humoral response against PT. Mice immunized with rBCG-S1PT strains
displayed high-level of protection against an intracerebral challenge with live B.
pertussis. Animais immunized with rBCG expressing CRD induced anti-FHA
antibodies production. Protection induced by the combination of these two strains
is being evaluated. A new approach for production of rBCG without the use of
antibiotic resistance markers was also investigated, using complementation in
auxotrophic BCG. A lysine auxotrophic rBCG strain was transformed with
expression vectors containing the complementation gene for lysine and the
pertussis antigens: selection of recombinant clones was carried in media without
lysine. These constructs allowed steady expression of the antigens and will be
evaluated for the induction of an immunological response against pertussis. These

strains would be appropriate for clinical evaluation in humans.
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INTRODUCAO
1. Introducio

A vacinagdo ¢ um dos meios mais efetivos e simples de se obter o controle de
doengas infecciosas. Com os custos crescentes nos servigos de terapia e saude publica o
aumento da vacinagdo, quando disponivel, pode representar a melhor op¢do em termo de
custo-beneficio no controle dessas doengas. O sucesso espetacular de vacinas contra
doengas tais como variola, poliomiclite, tétano ¢ difteria mostram a importincia deste
método de profilaxia (WOODROW, 1997; LEVINE, 1997). Embora dois milhges de
criangas sejam salvas a cada ano por imunizagio, tem sido dificil estender esta proteg¢do a
mais criangas nos paises em desenvolvimento com a tecnologia existente (BLOOM, 1991).
Problemas significativos inerentes as vacinas existentes incluem, a necessidade de diversas
campanhas de vacinagdo, efetividade reduzida, a necessidade de inje¢do, instabilidade ao
calor e custo (BLOOM, 1991). Uma estratégia que resolveria algumas destas limita¢Ges € o
desenvolvimento de wvacinas recombinantes multivalentes. Em especial, procuram-se
veiculos vivos de apresentacdo de antigenos, uma vez que a expressdo continua desses
imunogenos poderia eliminar a necessidade de varias doses para se alcangar uma protegio
maxima (ADA, 1997). Veiculos que tém sido particularmente investigados sdo: Vaccinia,
Salmonella atenuada, ou BCG (Bacilo Calmette-Guerin, vacina contra tuberculose), com
resultados promissores (WOODROW,1997).
1.1 Micobactérias

As micobactérias compdem o género Mycobacterium da familia das
Mycobacteriacae da ordem dos Actinomycetales da classe dos Actinomycetes. As
micobactérias que compde esse género possuem a forma de bastonetes ligeiramente curvos,

de 1 a 10 um de comprimento ¢ 0,2 a 0,6 ym de didmetro. Estas ndo podem ser



classificadas como Gram-positivas, nem como Gram-negativas. A caracteristica mais
marcante desse bacilo é a natureza complexa de seu envelope celular, contendo uma
percentagem relativamente alta de lipidios, os quais incluem as longas cadeias de acido
micolico. Esse envelope lThe confere uma forte hidrofobicidade, tornando-o resistente a lise
e relativamente impermeavel a antibidticos e outros agentes quimicos. Os bacilos sdo ditos
acido-alcool resistentes, ou seja, sdo resistentes as descoloragdes por acidos fracos apos
coloragdio com Fucsina ou corantes similares. O DNA gendmico contém um alto contetido
de guanosina/citosina, entre 58-79%, o que prejudica o uso da bactéria Escherichia coli
como um hospedeiro genético. Estes aspectos sdo considerados caracteristicas basicas para
a identificacio do bacilo como membro do género Mycobacterium (ORME, 1995;
JAWETZ, et al, 1998; SHINNICK, & GOOD, 1994; JAWETZ, et al, 1998).

As micobactérias pertencem naturalmente a dois principais grupos: bactérias de
crescimento lento, que possuem um tempo de geragdo em torno de 13 horas e portanto,
necessitam de 3 semanas a 3 meses de cultura para fornecer coldnias visiveis; e as bactérias
de crescimento rapido, que possuem um tempo de geragdo em torno de 2-5 horas. As de
crescimento lento incluem muitos dos maiores patogenos animais ¢ humanos, como M.
tuberculosis, M. bovis, M. paratuberculosis, M. avium, M. leprae, etc, enquanto as de
crescimento rapido incluem espécies ndo patogénicas, tais como M. smegmatis, M. aurum,
M. vaccae, etc. Quatro das espécies patogémicas de micobactérias sfio agrupadas no
complexo M. tuberculosis - um grupo de quatro espécies que pode causar a doenga
tuberculose (M. tuberculosis, M. bovis, M. microft e M. africanum); a quinta é a M. leprae,
o agente causador da doenga de Hansen (informalmente conhecida como lepra).
(SHINNICK & GOOD, 1994; ORME, 1995; CONNEL, 2001). A tuberculose (TB) ¢ uma

das causas de morte por doengas infecciosas mais prevalentes em todo o mundo. Estima-se



que 1/3 da populagio mundial esteja mfectada e podera desenvolver a doenga em situagdes
de baixa resisténcia imunolégica (KOCHI, 1991). O aumento da infec¢do por HIV tem
levado a um aumento da incidéncia de tuberculose € o mal uso de antibidticos tem
favorecido o surgimento de cepas multidroga-resistentes (KOCHI, 1991). A unica vacina
atualmente disponivel contra TB € o BCG (Bacilo de Calmette-Guérin).

1.1.2 Bacilo de Calmette-Guérin

Albert Calmette ¢ Camille Guérin, trabalhando no Instituto Pasteur de Lille,
comecaram, em 1908, a atenuar uma cepa virulenta de M. bovis, por passagens sucessivas
i vitro (BLOOM, et al, 1994). Apés 39 passagens em meio contendo bile bovina, ocorreu
uma visivel modificagdo morfolégica. Esta cepa foi entdo mantida por 13 anos, com 215
passagens, em que foi testada em diversas espécies de animais experimentais para
demonstrar que, ndo sO esta ndo revertia para a viruléncia, mas também conferia resisténcia
a um desafio subseqiiente com M. bovis virulento ou M. tuberculosis. Esta cepa atenuada,
hoje conhecida como o Bacilo de Calmette-Guerin, ou BCG, foi utilizada oralmente pela
primeira vez em 1921 e sua aplicagdo generalizada na vacinagdo contra tuberculose foi
recomendada pela Liga das Nag¢des em 1927.

No entanto, a eficiéncia desta vacina varia entre 0 ¢ 80 % em diferentes populagdes,
com uma eficiéncia consistentemente baixa em regides tropicais do mundo, onde a vacina €
mais necessaria (FINE, 1995; BRANDT, 2002). As razdes para a ineficacia do BCG em
algumas populagées tém sido o escopo de muitos debates desde a década de 50, e muitas
diferentes hipoteses tém sido sugeridas para explicar as variagdes observadas. Algumas
hipéteses seriam diferengas na linhagem do BCG, genétipo e resposta imunologica
induzida (LAGRANDERIE, 1996), na idade da wvacinacdo (TRIPATHY, 1983) ou

diferengas metodoldgicas de produgdo. Estes seriam importantes fatores na variagio obtida



para a eficacia desta vacina (CLEMENS, 1983). Porém, a hipétese mais amplamente aceita
relaciona a eficacia do BCG a sua localizagdo geografica, com niveis de prote¢io contra TB
pulmonar variando de ndo detectdveis a baixo, observados em regides tropicais tais como
Africa e India, onde a exposigdo a micobactérias ndio tuberculdsicas é comum (FINE,
1989).

Diversos grupos no mundo todo investem no desenvolvimento de vacinas
alternativas através de uma variedade de estratégias, desde atenuac¢do de M . tuberculosis
(BARDAROV, et al, 1997, PELICIC, et al, 1997), expressdo de antigenos micobacterianos
em diversos vetores de apresentacdo (HONE, et al, 1991), proteinas purificadas com
diversos adjuvantes (BALDWIN, et al, 1998) e vacina de DNA (TASCON, et al, 1996;
LOWRIE, et al, 1999). O aprimoramento do BCG por expressdo de antigenos
micobacterianos também tem sido investigado (HORWITZ, et al, 2000).

Apesar da variabilidade observada na prote¢do induzida por BCG, e do grande
volume de trabalho investigando alternativas, o BCG ainda é a unica alternativa para a
imuniza¢io contra tuberculose.

Hoje o BCG ¢ a vacina mais utilizada no mundo, tendo sido administrado a mais de
2,5 bilhdes de individuos, com uma freqiiéncia baixissima de efeitos adversos sérios. Isto
torna 0 BCG um bom candidato a veiculo para apresenta¢do de antigenos heterdlogos, pois
abreviana significativamente uma possivel validagdo de uma vacina recombinante baseada
em BCG. Uma vacina multivalente utilizando BCG como veiculo vivo apresentaria ainda
varios outros fatores vantajosos (BARLETTA, et a/,1990; GICQUEL, 1995) como: i) o
BCG ¢ a tinica vacina recomendada pela WHO (Organizagdo Mundial da Saude) para ser
administrada ao nascimento; ii) requer apenas uma imuniza¢do para conferir imumdade

celular duradoura, pois 0 BCG pode permanecer no organismo por anos (dependendo do



individuo) - a apresentagdo continua dos antigenos eliminaria a necessidade de programas
de vacinagdo seqiienciais, que € o caso de diversas vacinas em uso atualmente; iil) envolve
uma produgdo de baixo custo, sendo vendida no Brasil a apenas 8 centavos de dolar; iv) o
BCG ¢ o mais efetivo adjuvante conhecido para indu¢do de imunidade celular em animais e
humanos; e v) estudos recentes tém re-analisado a possibilidade de uma vacinagio oral com
BCG, demonstrando a indugdo de respostas humoral e celular, inclusive em tecidos
mucosos (BARLETTA, et al, 1990; LAGRANDERIE, et al, 1993). A administragdo oral
elimina o risco associado a utilizagdo de seringas e reduziria o custo das campanhas de
vacinagdo (as seringas as vezes sdo mais caras que a vacina). Todas estas vantagens tornam
a cepa viva atenuada de BCG um excelente candidato a veiculo multivacinal para a indugfo
de imunidade humoral e celular contra diversos patoégenos (CIRILLO, et al, 1995;
GICQUEL, 1995; STOVER, et al, 1992).
1.1.3 Manipulagio genética do BCG

Durante muito tempo tinha-se pouca informagdo sobre a genética molecular de
micobactérias devido a alta impermeabilidade da parede celular e conseqiiente dificuldade
de introdug¢do de DNA heterdlogo. Ja foram utilizados fagos vetores chamados de “shuttle
phasmids”, os quais foram construidos por inser¢do de uma porgdo de um vetor de
clonagem de um cosmidio de E. coli no genoma de um fago de micobactéria (JACORBS, et
al, 1987) ou “shuttle plasmid” que integrava no genoma como uma coOpia Umnica
expressando um gene de resisténcia a antibidtico externo. Estes vetores ponte podem ser
manipulados em E. coli e expressos em micobactéria (SNAPPER, et al, 1988) (OHARA &
YAMADA, 2001).

Sistemas de expressio baseados em plasmideos aumentam a capacidade de

clonagem, o nimero de cdpias no hospedeiro micobacteriano e facilitam a manipulagio.



Foram construidos “shuttle plasmids” hibridos a partir de um plasmideo da micobactéria M.
Sfortuitum, o pLAS000, em conjungdo com o vetor de clonagem pBR322 de E.coli
(LABIDI, et al, 1985) (OHARA & YAMADA, 2001). Estes sdo capazes de replicagio
extra-cromossomal em E.coli e em micobactérias de crescimento lento. Assim, foram
produzidos os vetores pMV261 (STOVER, et al, 1991) e pRR3 (WINTER, et al, 1991), os
quais tém sido bastante utilizados para expressio de antigenos heterdlogos em BCG.
Alguns plasmideos com larga especificidade por hospedeiro também ja foram
demonstrados serem capazes de se replicar em micobactérias e estdo sendo utilizados como
vetores para inser¢do de genes heterdlogos (BURLEIN, et al, 1994) (OHARA &
YAMADA, 2001).

A transformagéo de micobactéria ¢ mais dificil do que em outras bactérias. J& foram
utilizados protoplastos com DNA de fago (103-104 PFU/ug), eletroporagdo (10°
transformantes/pig) ou fago de micobactéria recombinante. Atualmente a eletroporagéo € o
método mais utilizado. A utilizagio de plasmideos ponte contendo origem de replicagdo de
micobactéria e E. coli levou a formagdo de até 5 copias do plasmideo por bactéria com alta
estabilidade; porém diferentes construgdes tém tido menor estabilidade. A utilizagdo de
seqiiéncias especificas de micobactérias pode levar a integragdo de cOpias unicas, com
menor nivel de expressdo mas com maior estabilidade (BURLEIN, et al, 1994). Os grupos
de Jacobs e Hatfull construiram um eficiente plasmideo de integragdo baseado no
micobacteriofago L5 (LEE, et al, 1991). Este plasmideo transformou diversas
micobactérias, incluindo M. tuberculosis ¢ BCG, através da integragdo estavel e sitio

especifica deste plasmideo no genoma bacteriano.



1.1.4 Vetores e Promotores para Expressio de Antigenos Heterélogos em BCG

Apos o estabelecimento da técnica de obtengdo de transformantes de micobactérias,
inclusive BCG, em 1990 foi produzido um BCG recombinante (tBCG) com expressido de
um epitopo de 8 aminoacidos de gag, pl7 de HIV-1, como um produto de fusdo com o
antigeno o de micobactéria (MATSUO, et al, 1990). Em seguida, em 1991 varios
laboratérios conseguiram a expressdo de antigenos inteiros de HIV-1, como: gag, rt, polA,
gp120, gp41. Foram utilizados vetores ponte onde a expressdo dos antigenos era dirigida
pelos promotores das proteinas de choque térmico de BCG, Hsp60 (pMV261, replicativo
ou pMV361, integrativo) (STOVER, et al, 1991); ou Hsp70 (pYUB12) (ALDOVINI, et al,
1991; STOVER, et al, 1991); ou a proteina Nef sob o controle do promotor de uma
proteina de choque térmico de Streptomyces, groES/groEL (pRR3) (WINTER, et al, 1991).
O nivel de expressdo dos antigenos € importante para a resposta imunoldgica alcangada e
em grande parte s3o os promotores que regem esta expressdo. Outros promotores que tém
sido utilizados para a expressdo de proteinas heterdlogas, sdo: Pan, um promotor isolado de
M. paratuberculosis encontrado préoximo a um elemento de inser¢do IS9000 (MURRAY, er

al, 1992), que foi utilizado para expressar a proteina Nef de SIV (Simian

Immunodeficiency Virus) (WINTER, et al, 1995); o promotor da proteina de 19 KDa de M.
leprae (citoplasmatica) ou de M. turbeculosis (exportada), que foi utilizado para expressar o
antigeno OspA de B. burgdorfei (LANGERMANN, ef al, 1994a). Dellagostin ¢
colaboradores expressaram os genes SIV, Gag e p27 em fusdo com o gene codificador da
proteina 18 kDa sob o controle do seu proprio promotor (DELLAGOSTIN, et al, 1993). A

proteina CSP (circumespordito) de P. falciparum foi expressa sob o controle do promotor

64 kDa-antigeno (HAESSELER, et al, 1993). Matsumoto e colaboradores introduziram o



gene codificador do epitopo de célula B da seqii€ncia oligopeptidica repetida, QGPGAP, no
CSP do parasita P. yoelli, sob o controle do promotor o-antigeno (MATSUMOTO, et al,
1996). O promotor da P-lactamase de M. fortuitum, pBlaF* (FATTORINI, et al, 1989),
demonstrou ser extremamente forte, ¢ quando a sua seqiiéncia sinal foi incluida, levou a
exportagdo da P-galactosidade (TIMM, et al, 1994). No entanto, a falta de informagio
sobre os sinais de transcrigdo de micobactérias tem dificultado o desenvolvimento de
sistemas de expressdo versiteis que permitiriam a modulagdo da expressdo génica em
micobactérias. Ha relativamente poucos estudos detalhados sobre promotores
micobacteriano. Um estudo feito por BASHYAM & TYAGI (1998) descreveu uma
extensdo promotora abrangendo a regido -10 na qual a transcrigio de promotores
micobacterianos era aumentada pelo dominio TGN posicionado nesta regido promotora. A
seqiiéncia TGN foi encontrada em aproximadamente 20 % dos promotores estudados. Os
mesmos pesquisadores encontraram que seqiiéncias de promotores micobacterianos eram
muito diferentes da seqiiéncia consenso do fator sigma-70 de E. coli, sendo estes
promotores muito pouco funcionais em E. coli (BASHYAM & TYAGI, 1998). O promotor
P2hsp60 (hsp60) de M. bovis, o qual possui o motivo TGN na regido -10, tem sido
relativamente bem estudado e ¢ considerado um promotor micobacteriano forte (TIMM,
1994). Barker ef al (1999), caracterizaram um forte promotor de M. murinum, denominado
G13, que ¢ semelhante ao promotor reconhecido pelo fator sigma-70 encontrado em E. coli
e em algumas espécies de micobactérias. Recentemente um grupo de pesquisadores relatou
o isolamento de nove promotores potenciais de M. tuberculosis, sendo estes comparaveis
ou mais potentes que o promotor pBlaF* de M. fortuitum. Este grupo utilizou uma

biblioteca randémica de fragmentos de M. tuberculosis construida num vetor contendo uma



copia do gene da proteina GFP de Aequoria Victoria (sem a regido promotora). Apos
transformagdo de BCG com esta biblioteca, as bactérias recombinantes que mostravam
forte fluorescéncia foram separadas pela técnica de FACS e a regido caracterizada
(TRICCAS, 2001).
1.1.5 Marcadores de Selecio para Expressio em Micobactéria

Um vetor para expressdo em bactéria deve necessariamente conter alguns
componentes como: uma origem de replicagdo da bactéria a ser expressa ¢ um marcador de
sele¢do, que é algum gene que possibilite a selegdo de transformantes e coloque uma
pressdo de sobrevivéncia para que a bactéria mantenha o plasmideo. Os marcadores de
selegdo mais utilizados s3o genes de resisténcia a antibioticos. A utilizagio de marcadores
de sele¢do por resisténcia a antibidticos em micobateria é limitada a poucas drogas, devido
a impermeabilidade da membrana glicolipidica. Marcadores de resisténcia a kanamicina,
genes para aminoglicosidio fosfotransferase, tém sido os marcadores de sele¢do mais
utilizados em micobatérias para sistemas derivados de fago ou plasmideo. Resisténcia a
cloramfenicol, higromicina e sulfonamidas também tem sido utilizada, com algumas
desvantagens. No entanto, uma vez que vacinas baseadas em BCG recombinante sdo
vacinas vivas, que podem permanecer no organismo por longos periodos, ndo seria
aceitavel a administragdo em humanos de uma bactéria carregando um gene de resisténcia a
antibiotico, pela possibilidade de disseminagio da resisténcia para outras micobactérias,
incluindo importantes patogenos, tais como M. tuberculosis e M. leprae, desta forma
aumentando o risco do surgimento de cepas resistentes. Portanto, busca-se a selegdo sem o
uso de antibiticos. Uma abordagem ¢ a introdugdo de genes de resisténcia a lise por
bacteriofagos, como a proteina tipo repressora, codificada pelo gene 71 de

micobacteridfago L5 (BURLEIN, et al, 1994). Outra abordagem proposta ¢ a utilizagdo de
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genes de resisténcia a metais pesados como merciirio. Os genes de resisténcia a mercario de
Pseudomonas aeruginosa e de Serratia marcescens foram utilizados como marcadores de
selecdo em vetores ponte E. coli/micobactéria para transfecgdo estavel em M. smegmatis,
M. bovis, BCG e M. tuberculosis ( BAULARD, et al, 1995). Antigenos de Schistosoma ¢
Toxoplasma gondii foram expressos em BCG recombinante utilizando estes marcadores.
No entanto, a utilizagdo de mercirio no processo de sele¢do € manutengdo do plasmideo na
bactéria durante sua produgdo, poderia levar a uma concentragio do metal pesado que ndo
seria adequada para administragdo em humanos. Além disto, in vive ndo existiria pressio
seletiva para que o BCG mantivesse o plasmideo.
1.1.5.1 Utilizacio de BCG Auxotréfico: complementacio com vetores de expressio
Outra proposta para a selecdo de recombinantes sem o uso de marcadores de
resisténcia a antibidticos ¢ a utiliza¢gdo de mutantes auxotroficos de BCG, que requerem
para o seu crescimento, suplementa¢io com aminoacidos essenciais ndo sintetizados em
mamiferos. Mutantes deficientes na biossintese de metionina, leucina ou isoleucina-
leucina-valina foram criados por mutagenesis randomica com transposon Tn5367 ou por
recombinagfo ilegitima (GULERIA, et al, 1996; BALASUBRAMANIAN, et al, 1996).
Além disto, mutantes auxotroficos de diversas espécies de micobactérias t€m sido
amplamente obtidos através do método de mutagénese por recombinagdo homologa
(PAVELKA, 1999; HONDALUS, 2000; GORDHAN, 2002). Estas cepas de BCG
auxotroficos ndo sobrevivem na auséncia dos respectivos aminoacidos, mas em
camundongos imunizados continuam a conferir protegdo comparavel a do BCG contra um
desafio com M. tuberculosis, pelo menos a curto prazo. A transformagdo destes mutantes
auxotroficos com um vetor de expressdo contendo o gene (mutado integro), permitiria a

selegdo de transformantes que crescem em meio minimo deficiente do respectivo
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aminoacido. Este vetor de expressdo conteria, além do cassete de expressdo do gene
mutado, que restaura a capacidade do BCG de crescer em meio minimo, um cassete com o
promotor e o gene heterdlogo a ser expresso.
1.1.6 Expressio de Antigenos Heterélogos em BCG: induciio de resposta imunologica
Diferentes construgdes de rBCG expressando proteinas heterologas de virus,
bactérias ou parasitas t€ém demonstrado indugdo de uma resposta imumoldgica contra os
respectivos patdgenos e, em alguns casos, protecdo. Os estudos com a expressdo de
antigenos de HIV ou SIV demonstraram que BCG recombinante provocava os 3 tipos de
resposta imunoldgica necessarios para protegdo contra varios patégenos: i) pfodugﬁo de
anticorpos IgG por células B, ii) proliferagdo de linfécitos T ¢ produgdo de linfocinas
inclusive interferon gama e iii) produgdo de linfocitos T- citotéxicos com restrigdo por
classe I do complexo principal de histocompatibilidade.

A expressdo da proteina OspA de B. burgdorfei na superficie do BCG produziu uma
vacina que induziu imunidade humoral e levou a protegdo contra um desafio subseqiiente
(LANGERMANN, et al, 1994a). O antigeno gp63 de Leishmania major expresso em BCG
sob controle de dois promotores diferentes induziu resposta imunolégica celular e protegéo
em camundongos (ABDELHAK, et al, 1995; CONNELL, et al, 1993). BCG expressando o
Fragmento C, ndo tdxico, da toxina tetinica, induziu uma resposta humoral em
camundongos e conferiu prote¢do parcial contra um desafio com 100 LDsy de toxina
tetdnica (CASSATT, et al, 1993) e outra construgio desenvolvida em nossos laboratorios
induziu a formagdo de anticorpos neutralizantes (trabalho submetido). Antigeno de S.
pneumoniae expresso em BCG induziu protegdo contra desafio com o patdgeno
(LANGERMANN, et al, 1994b) e antigeno de P. falciparum (HAESELEER, et al, 1993),

também ja foi expresso em BCG.
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1.2. Bordetella pertussis
1.2.1 Morfologia e identificacdo

Bordetella pertussis foi isolada primeiramente a partir de cultura pura em 1906 por
Bordet ¢ por Gengou (1906). Hoje, B. pertussis pertence ao género Bordetella da familia
das Alcaligenaceae, que contem diversas espécies de bactérias relacionadas e com
morfologia similar: B. pertussis € B. parapertussis, causam a coqueluche (tosse comprida)
nos seres humanos. Outro membro do género é B. bronchiseptica, que causa doenga
respiratéria em varios animais € € encontrada somente ocasionalmente em seres humanos.
As adigles recentes ao género sdo B. avium e B. hinzii ¢ ambos causam doengas
respiratérias em aves domésticas e sdo encontradas muito raramente em seres humanos
(VANDAMME, et al, 1996, TEMPLE, et al, 1998).

B. pertussis é um pequeno bacilo em forma de bastonete (aproximadamente 0,8 por
0,4 pm), gram-negativo, aerobico, ndo esporulado e imdvel, provido de capsula (formas
patogénicas) e de fimbrias. E uma bactéria nutricionalmente fastidiosa, sendo cultivada em
meio contendo sangue.
1.2.2 Patogenia e patologia

Essa bactéria sobrevive somente por curto periodo de tempo quando fora do
organismo humano e nfo ha vetores. A transmissfo se da por aerossol, principalmente pela
via respiratoria, a partir de pacientes no periodo da doenga e, possivelmente, por intermédio
de portadores. As bactérias colonizam células ciliadas da mucosa respiratoria e
multiplicam-se rapidamente (RAPPUOLI, et al, 1991). Ndo ocorre bacteremia.
1.2.3 Aspectos clinicos

A coqueluche ou pertussis é marcada por episodios severos de tosses espasmodicas

durante a fase paroxismal. Leucocitose com linfocitose € também comum durante esta fase
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da doenga. As complicagdes perigosas sdo broncopneumonia e encefalopatia aguda
(RAPPUOLL, et al, 1991).

A coqueluche evolui em trés fases sucessivas, apds um periodo de incubagdo de 1 a
2 semanas:
- Fase catarral: Com duragdo de uma ou duas semanas, inicia-se com manifesta¢Ses
respiratorias e sintomas leves (febre pouco intensa, mal-estar geral, coriza e tosse seca),
seguidos pela instalagdo gradual de surtos de tosse, cada vez mais intensos e freqiientes, até
que passam a ocorrer as crises de tosses paroxisticas.
- Fase Paroxistica: Com durago de duas a seis semanas, apresenta como manifestagéo
tipica os paroxismos de tosse seca (durante os quais o paciente ndo consegue inspirar €
apresenta protusdo da lingua, congestdo facial e, eventualmente, cianose com sensagfo de
asfixia) finalizada por inspiragdo forgada, subita e prolongada, acompanhada de um ruido
caracteristico, o guincho, seguidos de vomitos. Os episodios de tosse paroxistica aumentam
a freqiiéncia e intensidade nas duas primeiras semanas e, depois, diminuem paulatinamente.
Nos mtervalos dos paroxismos a crianga passa bem.
- Fase de Convalescenga: Os paroxismos de tosse desaparecem e dio lugar a episodios de
tosse comum; essa fase pode persistir durante mais algumas semanas. Infecgdes
respiratdrias de outra natureza, que se instalam durante a convalescenga da coqueluche,
podem provocar reaparecimento transitorio dos paroxismos.
1.2.4 Diagnéstico de laboratério

A cultura é o método de exceléncia para identificar o agente etiologico da
coqueluche. Esta pode ser cultivada no meio modificado de Bordet-Gengou ou Regan-
Lowe ou em caldo de carne com o suplemento de Stainer-Scholte. O DNA de B. pertussis

pode também ser detectado por PCR. Anticorpos circulantes aparecem na 3" semana da
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doenga atingindo seu pico na 8" ¢ na 10° semana. Os anticorpos podem ser detectados por
ELISA. A detec¢do de IgA especifico fornece evidéncia da infec¢io natural (FINGER, et
al, 1985; GOODMAN, et al, 1981; MEADE, et al, 1990; MEADE, & BOLLEN, 1994).
1.2.5 Epidemiologia, controle e preven¢io

Coqueluche resulta em alta morbidade e mortalidade a cada ano em muitos paises.
Em 1994, 206.541 casos foram relatados em todo o mundo e em 1995 apenas 80.606 casos.
No entanto, os casos de pertussis sdo substancialmente omitidos em muitos paises. Levando
isto em conta, estima-se que aproximadamente 39 milhdes de casos de pertussis e 355.000
mortes relacionadas ocorreram em 1995, A estimativa de mortes relacionadas com pertussis
¢ um ter¢o do numero estimado de mortes relacionadas com sarampo e 100.000 a menos
que o numero de mortes causadas por tétano neonatal (OMS, 1998).

A mucosa do trato respiratério humano € o habitat natural para B. pertussis ¢ para B.
parapertussis. A transmissio se da, principalmente, pelo contato direto de pessoa doente
com pessoa susceptivel, através de goticulas de secre¢iio da orofaringe, eliminadas por
tosse, espirro ou ao falar. Também pode ocorrer transmissdo por objetos recentemente
contaminados com secregdes do doente. Os pacientes s3o os principais transmissores
durante a fase catarral da doenga e permanecem como transmissores por aproximadamente
5 semanas. Pertussis ¢ uma doen¢a comum e perigosa da infincia em populagdes ndo
vacinadas. O controle da coqueluche baseia-se principalmente, na imunizagdo ativa
adequada de todas as criangas.

1.2.6 Imunidade

A infec¢do induz uma substancial imunidade, a qual usualmente permanece por

muitos anos, embora os antigenos protetores ndo sejam identificados conclusivamente.

Ambas as defesas: ndo-especifica e especifica participam na resposta imunoldgica a
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doenga. A imunidade adquirida apds infecgdo com pertussis ndo protege de outras espécies
de Bordetella. Acredita-se que a toxina pertussis (PT) seja um imundgeno protetor
essencial, mas mumeros estudos indicam que outros componentes, tais como hemaglutinina
filamentosa, toxina Iabil, aglutinégenos, proteinas de superficie externa e a toxina adenilato
ciclase, também contribuem para a imunidade apdés infecgdo ou vacinagdo. A
imunogenicidade dessas substancias pode ser significativamente aumentada pela presenga
de PT. Esse sinergismo indica que PT poderia funcionar como um adjuvante para uma
variedade de antigenos protetores de B. pertussis. Os mecanismos de defesa sdo nio-
especificos (inflamag¢do local, aumento de macrofago ativo e produgdo de interferon) e
especificos (proliferagdo de células B e T). As bases da imunidade contra pertussis nio
estdo ainda completamente estabelecidas. Um papel de anticorpos circulantes na imunidade
¢ indicado pela correlagdo entre prote¢do da vacina em humanos ¢ o titulo de aglutinina no
soro desses. No entanto, imunidade efetiva ndo necessariamente depende da presenca de
aglutininas no soro, sendo assim, a imunidade contra pertussis poderia ser mediada
essencialmente por mecanismos celulares. Essa imunidade mediada por células seria
considerada crucial para o desenvolvimento de uma imunidade duradoura e o titulo de
anticorpos especificos (resposta humoral) poderia diminuir a0 longo dos anos. Essa seria a
razio porque criangas usualmente ndo sdo significantemente beneficiarias de anticorpos
maternais (MILLS, 2001; HEWLETT & CHERRY, 1997).
1.2.6.1 Funcio de anticorpos na protegio

Ha um amplo corpo de evidéncias, baseado principalmente em experimentos de
imunizagdo passiva, que anticorpos desempenham um importante papel na protegdo contra
B. pertussis. Anticorpos poderiam funcionar tanto por neutralizagdo de toxinas bacterianas,

inibigdo da fixagdo da bactéria extracelular nas células do trato mucoso, ou por captagio e
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detecgdo da bactéria e sua destruigdo por macrofagos e neutrdfilos. A identificagdo de
niveis de anticorpos circulantes que sdo criticos para a protegdo induzida por certas vacinas,
tais como tétano, difteria e polio, tém levado a acreditar que poderia ser possivel definir um
nivel de anticorpos protetores contra B. pertussis. Embora tenha sido observado que
criangas expostas a pertussis no ambiente de suas casas tenham menor probabilidade de
adquirir pertussis numa forma severa, se elas tiverem niveis elevados de anticorpos contra
certos antigenos ap6s imunizagdo, ndo tem sido possivel definir um nivel de anticorpos
contra um tinico antigeno ou combinagdo de antigenos que possa predizer uma protegdo
(MILLS, 2001).

Um dos principais problemas com a grande quantidade de dados sobre imunidade
humoral para B. pertussis tem sido uma elevada énfase nos niveis de anticorpos especificos
presentes no soro medidos por ELISA. Esta técnica (ELISA) ndo detecta anticorpos
funcionalmente relevantes e anticorpos circulantes nio refletem necessariamente o que esta
acontecendo na superficie local no pulmdo. Mais que isso, medidas dos niveis totais de IgG
ddo pouca informagdo sobre a indugdo de memoria imunoldgica ou do envolvimento de
distintos subtipos de células T na imunidade protetora. Medidas dos niveis de 1gG por
ELISA ndo discriminariam entre anticorpos que ligam determinantes conformacionais
sobre estruturas nativas ou determinantes lineares sobre proteinas desnaturadas e nio
poderiam predizer se estes anticorpos funcionariam como limitantes da infecgdo in vivo.
Isso é um problema particular dos antigenos que sio inativados com aldeidos, os quais
podem resultar em reagdes cruzadas e significantes alteragdes na estrutura e antigenicidade

das proteinas (MILLS, 2001).
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1.2.6.2 Imunidade mediada por célula

Cheers ¢ col. demonstraram, a mais de 30 anos, que B. pertussis tinha uma fase
intracelular, ao mencionar reagdes de hipersensibilidade tardia para antigenos de pertussis
em camundongos infectados, e sugeriram que uma imunidade celular seria requerida para a
eliminagdo da bactéria intracelular. Mais recentemente, tem sido confirmado por um
numero de grupos que B. pertussis pode invadir e sobreviver dentro de células de
mamiferos, incluindo macréfagos, leucdcitos polimorfonucleares (PMNs) e células do
epitélio respiratério. Embora estudos mencionem que B. pertussis intracelular ¢
rapidamente morta em neutréfilos humanos, a sobrevivéncia de B. pertussis tem sido
toxina adenilato ciclase (ACT). Além disto, casos de pertussis t€m sido documentados em
adultos e criangas imunizadas, infectadas com HIV, e macrofagos recuperados de fluido de
lavagem broncoalveolar (BAL) de um paciente com AIDS, mostraram conter B. pertussis
viaveis. A localizagdo dual, intracelular e extracelular, desta bactéria é consistente com uma
fungdo para mecanismos imunoldgicos, tanto celular como também humoral, para a
eliminagdo desta bactéria do trato respiratério (MILLS, 2001).
1.2.7 Tratamento

O tratamento com eritromicina ndo altera o curso da doenga, mas reduz o periodo
mfeccioso que compreende de 5 a 10 dias. O tratamento, ap6s o inicio da fase paroxismal,
raramente altera o curso clinico da doenga.
1.2.8 Profilaxia

Na auséncia de um tratamento efetivo, a prevencgdo através de vacinagdo ¢ de

extrema importancia. Durante o primeiro ano de vida, toda crianga deve receber trés
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inje¢des da vacina inativada. Em geral essa vacina é administrada em associagdo com os
toxodides da difteria e do tétano, associagdo esta denominada de vacina triplice (DTP).

As vacinas inativadas a partir de células inteiras sfo altamente eficazes, mas causam
ocasionalmente efeitos colaterais toxicos. As vacinas acelulares com poucos efeitos
colaterais foram licenciadas para a vacinagdo como dose de reforgo e também para
vacinagdo preliminar (RAPPUOLI, et. al, 1991).

1.3. Vacinas contra B. pertussis
1.3.1 Historico

Uma vacina efetiva contra pertussis foi desenvolvida na década de 40. Essa vacina
celular (VC) é composta de células inteiras de B. pertussis mortas por tratamento com
formalina a 56° C por 30 min. Essa vacina é muito eficaz, faz parte da vacina triplice em
programas de vacinag¢do recomendados pela OMS, e virtualmente eliminou a mortalidade e
morbidade associada a essa bactéria nos paises onde esta vacina tem sido usada, inclusive
nos EUA (RAPPUOLIL et al, 1991). Embora esta vacina tenha reconhecidamente
contribuido para a diminuigfo da incidéncia da tosse cumprida, ela apresenta limitagdes que
justificam o incentivo ao desenvolvimento de um produto novo e melhor definido.
Primeiro, a eficacia de vacinas consistindo de células inteiras tem sido questionada
(HEWLETT, et al, 1997). Calculos avaliando o efeito protetor de diferentes prepara¢des
vacinais tém variado, dependendo do produto, das condigbes ¢ da forma do estudo. Além
disso, ha indicagbes de que o efeito primario da vacina estaria mais concentrado no
desenvolvimento dos sintomas clinicos do que no estabelecimento da infecgfo
(HEWLETT, et al, 1997). O segundo problema com a VC ¢ que a duragdo de protecdo €
claramente limitada. Estudos mostram que recipientes da vacina podem ser totalmente

(>95%) susceptiveis a adquirir pertussis ao final de 12 anos apds terem recebido a ultima
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dose da vacina (HEWLETT, et al, 1997). A terceira razio para o desenvolvimento de uma
nova vacina contra pertussis ¢ a reatogenicidade, real e observada, dessas preparagdes,
sendo um significante fator em reduzir a sua aceitacdo e uma considera¢do na decisdo de
ndo se administrar doses de reforgo rotineiras em adultos. A reatogénicidade de vacinas de
células inteiras pode ser classificada em dois grupos: (1) local - edema, eritema, brandura e
infreqiientemente nddulo ou formagdo de abscesso estéril e (2) febre sistémica - letargia,
anorexia, sonoléncia ¢ choro prolongado, convulsées e colapso, os quais ocorrem numa
freqiéncia de 0,1-1% (SATO & SATO, 1999; HEWLETT, et al, 1997). Embora, essas
reagdes ndo sejam especificas para a vacina pertussis, elas ocorrem significativamente e
mais freqiientemente em recipientes de vacinas combinadas, tais como DPT, do que
naqueles que recebem apenas DT (HEWLETT, et al, 1997, CHERRY, 1990).

Foram necessdrias analises mais detalhadas da genética de B. perfussis para se
identificar os antigenos responsaveis pela protecdo e pelos efeitos colaterais. Weiss e
colaboradores construiram inimeros mutantes de pertussis defectivos de fatores de
viruléncia individuais, mostrando que somente PT e Adenilato Ciclase eram estritamente
requeridos para a viruléncia de pertussis (WEISS, ef al, 1983; WEISS, et al, 1984). Estes
achados implicaram que a imunidade contra um desses antigenos poderia ser suficiente para
a protecio.

Y. Sato separou e purificou, pela primeira vez, as proteinas PT ¢ FHA do
sobrenadante de cultura de B. pertussis, inativando-as com formaldeido e desenvolvendo a
primeira vacina acelular (VAC), a qual tem sido usada no Japdo desde 1981 (SATO, et al,
1984). Vacinas acelulares (VAC) a partir de entdo foram desenvolvidas e licenciadas no
Japdo desde 1981, para criangas acima de 2 anos e também para recém-nascidos desde

1990. Estas vacinas s3o compostas diferentemente e contém quantidades variaveis de
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componentes estruturais da bactéria. Entre esses componentes encontram-se: dPT, FHA,
69K (pertactina) e antigenos fimbriais 2 e 3. Algumas dessas vacinas foram licenciadas nos
Estados Unidos, para uso como dose de refor¢o desde 1991.

O grupo de Steinman desenvolveu um ensaio em camundongos mostrando que
tragos diminutos de PT ativa era capaz de induzir uma sindrome anafilatica e sugeriu que
um mecanismo similar poderia ser responsavel pelos efeitos colaterais causados pela vacina
celular (STEINMAN, et al, 1985). Esses dois achados apontaram para a possibilidade de
que PT poderia ser o antigeno requerido para a protegdo ¢ também a toxina responsavel
pelos severos efeitos colaterais da vacina celular. Subseqiientemente, muitos outros
antigenos foram purificados, detoxificados quimicamente e testados como vacina em
camundongos em um ensaio de desafio intracerebral, que correlaciona com a eficacia de
protegdo da vacina celular em criangas (KENDRICK, et al, 1947). Nesse ensaio, PT foi o
unico antigeno capaz de induzir prote¢do, enquanto outras moléculas tais como FHA e a
69K, embora nio fossem elas proprias protetoras, eram capazes de aumentar a poténcia das
vacinas contendo PT detoxificada quimicamente (dPT). Com base nessas observagdes,
diversas vacinas acelulares foram desenvolvidas e testadas quanto 3 sua seguranga e
eficacia em modelos animais. Todas as vacinas propostas continham PT detoxificada por
diferentes métodos quimicos, tanto sozinhos como associados com um ou mais dos outros
antigenos. Duas dessas vacinas (PT ¢ PT + FHA) foram testadas em larga escala num
ensaio clinico na Suécia (4d hoc, 1998). Ambas as vacinas ofereceram prote¢io contra
infecgdo severa por pertussis, com uma eficicia similar aquela da vacina celular. No
entanto, durante as triagens clinicas, PT mostrou sofrer alguma reversdo para toxicidade. A
conclusdo foi que PT, tanto sozinha como combinada com outros antigenos, pode ser uma

vacina efetiva contra pertussis. Todavia, para se evitar os riscos de efeitos colaterais,
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métodos melhores de detoxificagio foram requeridos. Alguns laboratorios investigaram
métodos quimicos como alternativa para o tratamento com formalina. Por outro lado, o
laboratério do Dr. Rappuoli decidiu atacar o mesmo problema usando a tecnologia de DNA
recombinante.

Dados recentes sugerem que apos vacinagdo primaria de criangas, essas vacinas
podem conferir niveis similares de protegdo, comparaveis aqueles da vacina celular. Por
1sso, vacinas acelulares t€m sido licenciadas em alguns paises europeus para vacinagio
primaria.

1.3.2 Vacina Celular (VC) versus Vacina Acelular (VAC)

Tanto a infec¢do como as manifestages clinicas ou a indugdo de imunogenicidade
contra coqueluche sdo produzidas por diversos fatores de viruléncia. Entre os fatores
potenciais que podem contribuir para essa infec¢do, estio incluidos as adesinas
(aglutinégenos, FHA e PT), as toxinas (toxina adenilato ciclase-hemolisina (ACT), toxina
dermonecrdtica, lipopolissacarideos, PT e citoxina traqueal) e outros antigenos de fungdes
desconhecidas (WEISS, et al, 1985; HEWLETT, et al, 1997). Acredita-se que esses
componentes bacterianos, assim como outros, seriam os responsaveis pelos seguintes
fatores envolvidos nesta doenga infecciosa: (1) fixagdo e entrada nas células do hospedeiro;
(2) evasdo ou disrupgdo de células de defesa do hospedeiro; (3) desenvolvimento de danos
locais e (4) estabelecimento de doenga sistémica através da dissemina¢io do organismo ou
dos produtos deles. Em geral, as vacinas produzem efeitos protetores por interferirem em
um ou mais desses fatores. No entanto, é desconhecido como vacinas de células inteiras
podem interferir nesses processos. Essa dificuldade leva a incertezas sobre o que se pode
esperar de vacinas acelulares de pertussis. Estas protegeriam contra a infecgdo ou somente

contra as manifestagdes clinicas da doenga?
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Os mecanismos efetores que mediam a imunidade induzida pela vacina sdo
consideravelmente influenciados pelo tipo de vacina empregada. A vacina VC
seletivamente induz células Thl, e ap6s exposi¢do a B. pertussis, um mfiltrado inflamatorio
¢ observado nos pulmdes com recrutamento de linfocitos, neutréfilos e macrofagos. Células
Th1 também auxiliam anticorpos opsonizantes € promovem a detecgdo e morte celular das
bactérias por mecanismos que envolvem nitrogénio reativo e intermediarios de oxigénio.
Em contraste, VAC induz resposta do tipo Th2 em camundongos ¢ uma mistura de resposta
Th1/Th2 em criangas. Embora haja um pequeno aumento no miumero de linfécitos, o
influxo dramatico de neutréfilos nos pulmdes de camundongos imunizados com VAC nio
foi detectado. Na auséncia de resposta celular, parece que anticorpos estio envolvidos na
neutralizagdo de toxinas ¢ na prevengdo da adesdio da bactéria as células epiteliais do trato
respiratorio. No entanto, uma mistura de resposta Thl1/Th2 ¢é observada em criangas
imunizadas com VAC e em desafio de camundongos tmunizados apds longo periodo,
sugerindo que a resposta direta mediada por células também poderia ter um papel, ainda
que menos significante do que aquele com VC, especialmente em prote¢gdo de longa
duragdo induzida com a vacina acelular (VAC) (MILLS, 2001).

Ironicamente, os componentes de VC, que sdo largamente responsiveis pela
reactogenicidade desta vacina, PT ativa residual e endotoxina, também contribuem para a
eficacia dela. Embora estes componentes ativos estejam ausentes em VAC, o uso de
sistemas de nova geragdo para apresentagdo de antigenos e adjuvantes ndo toxicos, capazes
de polarizar respostas para o tipo Thl, podem ajudar no desenvolvimento de VAC
melhoradas, capazes de prevenir doengas leves e induzir a uma resposta imunoldgica

protetora mais persistente (MILLS, 2001)
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1.3.3 Os Antigenos PT e FHA

A Toxina Pertussis (PT) é uma proteina de 105 kDa que é lhiberada no meio
extracelular e desempenha uma fung¢do muito importante na coqueluche: é o principal fator
de viruléncia da B. pertussis. Esta proteina ¢ composta de 5 diferentes subunidades, ligadas
nio covalentemente € denominadas de acordo com suas mobilidades eletroforéticas de S1
(26,22 kDa), S2 (21,92 kDa), S3 (21,86 kDa), S4 (12,06 kDa) e S5 (11,77 kDa)
(RAPPUOLL, et al, 1989). Semelhante a outras proteinas toxicas bacterianas, tais como
toxina colérica ¢ exotoxina A de pseudomonas, PT também ¢ dividida em dois motivos
funcionalmente diferentes: A, representado pela subunidade toxica S1 e B, que compreende
as subunidades S2, S3, S4 e S5, a qual estd envolvida na ligagdo aos receptores sobre a
superficie das células eucarioticas e na translocagdo de S1 através da membrana celular. S2,
S3 e S4 estdo arranjados em dois dimeros: D1 (S2 e S4) e D2 (S3 e S4), os quais sdo
mantidos juntos por S5. Portanto, PT contém uma tnica copia das subunidades S1, S2 S3 e
S5 e duas copias da subunidade S4 (RAPPUOLI et al, 1986).

Como descrito para as toxinas, diftérica, colérica ¢ de pseudomona, a subunidade
toxica A de PT € uma ADP-ribosiltransferase NAD-dependente ¢ ela catalisa a ADP-
ribosilagdo de proteinas G envolvidas em transdugdo de sinal. A a¢do de PT causa o
desacoplamento irreversivel das proteinas reguladoras que se ligam ao GTP e interferem
com uma variedade de vias metabolicas que tém como mensageiro secundario o cAMP. PT
também é um mitégeno e um adjuvante (NICOSIA, et al, 1987).

Foi desenvolvida uma forma geneticamente detoxificada de PT. Alelos dos genes de
PT foram manipulados geneticamente para infroduzir a substituicdo de dois aminoacidos

(Arg 9— Lys e Glu 29 — Gly) (PT-9K/129G) no sitio ativo da subumidade S1, e este gene
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introduzido no cromossomo de uma cepa de B. pertussis (PIZZA, et al, 1989). Esta cepa
produz moléculas mutantes de PT que sdo atéxicas e imunogénicas € que protegem
camundongos de um desafio intracerebral com uma cepa virulenta de B. pertussis. Essa
forma mutada também oferece algumas vantagens sobre a nativa. Primeiro, PT-9K/129G
ndo exibe nenhuma das propriedades toxicas da toxina selvagem, enquanto possui todas as
outras atividades da molécula; segundo acredita-se que PT-9K/129G, manipulado
geneticamente, retém a conformacio correta da toxina tipo selvagem, logo, a conformagio
de epitopos existentes nas cinco subunidades da toxina (PIZZA, et al, 1989). A mutagdo de
um unico aminoacido também resultou na redugdo drastica da atividade enzimatica
(HEWLETT, et al, 1990).

Em 1995, um teste de campo realizado nos Estados Unidos demonstrou que vacinas
acelulares eram seguras, embora ndo necessariamente mais eficazes que a vacina celular
convencional (RAPPUOLI, et al, 1995). Uma destas vacinas continha PT-9K/129G. Um
outro teste de campo, realizado na Italia, envolvendo 15.000 criangas, demonstrou que a
PT-9K/129G, quando associada a FHA e 69K, apresentava maior prote¢do € menor
reatogenicidade que a mesma usando PT detoxificado quimicamente ou que a vacina
celular convencional (GRECO, et al, 1996).

Alguns grupos tém investigado a utiliza¢do da subunidade S1, mutada ou ndo, como
antigeno de pertussis, a ser usado numa possivel vacina acelular contra coqueluche,
expresso em veiculos vivos, tais como Salmonella (BARRY, et al, 1996), Streptococcus
gordonii (LEE, et al, 1999), BCG (ABOMOELAK, et al, 1999).

Hemaglutinina Filamentosa (FHA), uma proteina associada 43 membrana externa de
B. pertussis ¢ a maior adesina desse organismo, tendo recebido atengdo também como um

determinante virulento. O gene estrutural da FHA, fhaB, foi clonado e segiienciado e a
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estrutura revelou a presenga de uma grande regiio com uma seqiiéncia potencial
codificadora para uma proteina de 370 kDa. Essa proteina representa a forma precursora da
FHA madura, a qual apresenta uma massa molecular de 220 kDa. O tamanho do ORF (fase
de leitura aberta) encontrado e de um sitio polipeptidico predito para processamento nesta
regido, sugere uma fun¢do para processamento proteolitico na sintese de FHA madura. Um
sitio tri-peptidico Arg-Gly-Asp ocorre na seqiiéncia peptidica deduzida, a qual funcionaria
como um sitio de reconhecimento a células eucaridticas que desempenharia a fungdo dessa
proteina como uma adesina (RELMAN, et a/, 1989). O processo pos-tradugdo permanece
ainda por ser elucidado, mas uma clivagem proteolitica carboxi-terminal e possivelmente
modificagbes covalentes poderiam estar envolvidas, ja que a forma maturada da FHA
parece estar bloqueada na por¢do amino-terminal (JACOB, et al, 1988; DOMENIGHINI, et
al, 1990).

Foi caracterizado um fragmento recombinante da FHA, denominado de Fragmento
A, contendo um dominio de reconhecimento a carboidrato (CRD) (LIU, et al, 1997). O
dominio CRD compreende os aminoacidos 1141 a 1279 da FHA, codificado por um
fragmento de 410 pb. Os autores mostraram que este dominio seria responsavel pela
fixagdo de B. pertussis a células ciliadas. Tais informagdes indicam o potencial deste
fragmento como um componente de uma futura geragdo de vacina acelular contra pertussis
ou como antigeno a ser expresso em veiculos vivos.

Como a maioria das vacinas em uso atualmente, as vacinas contra pertussis, celular
ou acelular, necessitam de diversas aplicacbes para se atingir a eficiéncia maxima
(LEVINE, 1990), o que pode ser um fator importante para o fato que a cobertura vacinal
contra a triplice ndo ultrapasse 80% e tendo diminuido nos ultimos anos (WHO, 2001). A

expressdo de antigenos atdxicos de pertussis em vetores vivos de apresentagdo de
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antigenos, como o BCG, que necessitaria de apenas 1 dose, apresentaria muitas vantagens
sobre a vacina em uso atualmente, especialmente para paises em desenvolvimento
(RAPPUOLI, 1990). Logo, a subunidade S1 da PT e/ou o fragmento A da proteina FHA,
poderiam ser adequados para compor uma vacina eficiente contra pertussis, baseada no
BCG recombinante ¢ que pudesse ser administrada em dose unica.

2. OBJETIVOS

Devido & importincia que o BCG vem adquirindo nesta ultima década como um
promissor veiculo vivo para apresentagdo de antigenos heterdlogos e a necessidade de
desenvolvimento de uma vacina mais segura contra pertussis, que requeira um menor
numero de doses, este trabatho tem como objetivos:

1 — Construgdo de vetores de expressio micobacterianos contendo a subunidade S1
mutada e atéxica da Toxina Pertussis PT9K/129G (S1PT) sob o controle do promotor
pBlaF* e em fusdo com fragmentos da B-lactamase;

2 — Caracterizagdo da expressdo de S1IPT rm BCG e de sua localizagio, direcionada
pela seqiiéncia sinal de exportagdo da B-lactamase;

3 — Clonagem do Fragmento CRD (Dominio de Reconhecimento a Carboidrato) da
proteina FHA de Bordetella pertussis, a partir do DNA gendmico e construgdo da fusdo
com S1PT;

4 — Construgdo de vetores de expressdo contendo CRD ou SICRD;

5 — Caracterizagdo da resposta imunologica humoral e celular induzida por estas
preparagdes vacinas contra PT e FHA;

6 - Determinagdo da protegio induzida em camundongos contra desafio

intracerebral com B. pertusis;
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7 — Expressdo de S1pT, CRD e SICRD sem gene de resisténcia a antibidticos

utilizando cepas de rBCG auxotroficas complementadas.

3. MATERIAIS E METODOS
3.1 Bactérias, condicdes de cultura e preparacio vacinal

Todas as etapas de clonagem foram executadas em E. coli DH5a, transformadas
pelo método padrdo de CaCl, e cultivadas em meio Luria-Bertani (LB) contendo, quando
necessario ampicilina 100 pg/ml. ou kanamicina 20 pg/mlL. X-Gal (5-bromo-4-cloro-3-
indolil-B-D-galactopiranosideo) 0,001% foi usado para a sele¢do de coldnias positivas em
meio solido, quando o plasmideo transformante era pUCI8. As seguintes linhagens de
micobactérias foram usadas: BCG cepa Moreau (BCG-M), BCG cepa Pasteur (BCG-P),
BCG-P 1604, cepa de BCG Pasteur (auxotrofico para lisina) e M. smegmatis 270
auxotrofico para lisina (Smg-270). As cepas auxotroficas BCG-P-1604 e Smg-270,
(PAVELKA, & JACOBS, 1996), foram gentilmente cedidas pelo Dr. Williams R. Jacobs
Jr. (Albert Einstein College of Medicine, NY). Todas as cepas de BCG foram cultivadas a
37 °C em meio liquido Middlebrook 7H9 (Difco Laboratories, Oxford, UK) contendo
albumina-dextrose-catalase (ADC) 10% mais Tween80 0,05% (MB7H9) ou meio sélido
Middlebrook 7H10 (Difco) suplementado com &cido oléico-albumina-dextrose-catalase
(OADC) 10% (MB7H10), contendo ou ndo kanamicina (20 pug/mL). As cepas auxotroficas
foram cultivadas na presenga de lisina (40 pg/mL) antes de serem complementadas. Para
preparagdo de estoques de BCG competente, colonia de BCG foi cultivada em MB7H9 até
a fase exponencial, sedimentada por centrifugagdo a 4000 rpm e lavadas duas vezes com
glicerol 10% a 4 °C, sendo finalmente re-suspendida em 5% do volume original com

glicerol 10% e estocada a —80 °C. Para eletroporagéo, uma aliquota estoque de 50-200 ul de
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BCG competente foi misturada com 1-10 pg de DNA plasmidial em cuveta de
eletroporagdo de 2 mm e submetida a pulsagdes de 2,5 kV, 25 uF e 1000 Q, num
eletroporador de pulsagdo (BioRad, Hemel Hempstead, UK). Apéds eletroporagdo, o
conteudo das cuvetas foi recuperado em 5 ml de meio MB7H9 sem antibi6tico e incubado
a 37 °C por 20 h antes de ser semeado sobre MB7H10 contendo kanamicina (20 pg/mL).
Apds 3-4 semanas colonias transformadas foram selecionadas e cultivadas em meio
MB7H9/kanamicina até [Asoo] 0,6-0,8, centrifugadas, lavadas duas vezes como descrito
acima e em seguida aliquotadas com glicerol 10% e armazenadas a —70 °C, para serem
entdo usados como vacinas. Unidades formadoras de colonias (UFC) foram determinadas
preparando-se diluigdes adequadas das preparagGes vacinas a partir do estoque e
plaqueando-as em duplicatas em meio MB7H10/kanamicina.
3.2 Plasmideos

O plasmideo pUC18 contendo o gene mutado da toxina pertussis PT 9K/129G foi
gentilmente cedido pelo Dr. Rino Rappuoli do Centro de Pesquisas Sclavo (Siena, Italia).
Os vetores de expressdo pLA71 e pLA73 sdo plasmideos-ponte, que se replicam em E. coli
e micobactéria e foram gentilmente cedidos pela Dra. Brigitte Gicquel (Instituto Pasteur,
Paris, Franga). Estes vetores sdo derivados do pRR3 (LABIDIL, et al, 1991) e contém
origem de replicagdo de E. coli e micobactéria, o gene para aminoglicosidio
fosfotransferase, um marcador de sele¢io para kanamicina, € o promotor pBlaF*, um
promotor mutado da P-lactamase de M. fortuitum. O promotor pBlaF* ¢ seguido de
diferentes fragmentos do gene da P-lactamase fundidos a fosfatase alcalina (phoA). pLA71
apresenta um inserto de 1384 pb contendo o promotor pBlaF* mais a regido codificadora de

32 aminoacidos da seqiiéncia sinal de exportagdo da P-lactamase e 5 aminoicidos da
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proteina madura. pLA73 contém um inserto de 2155 pb, contendo o promotor pBlaF*e o
gene completo da P-lactamase (Blam) (Figura 1) (TIMM, et al, 1994). Ambos contém um
sitio de clonagem multipla (MCS) apés a seqii€ncia da B-lactamase. O cassete de expressdo

estd entre terminadores €2 para garantir que a expressdo seja dirigida apenas por este

promotor.

ori-(Myco) ori-{Myco)

pLA71 pLA73

(12248 pb) ori{E. Coli) (13018 pb) ori-{E. Coll)
(2600 pb)
B Not 1(9270)
Not 1(8500)
Kpn | (56994) Kpn 1 (6764)

FIGURA 1. Representacio esquematica dos vetores de expressido da série pLA. Os
dois vetores contém as origens de replicagio, ori-(E. coli) € ori-(myco); o gene de
resisténcia a kanamicina Km; o promotor mutado da B-lactamase pBlaF*; o coddon de
mmiciagdo ¢ a seqiiéncia sinal da B-lactamase, ssBlam e o gene phoA que seria substituido
pelo gene de interesse. O gene heterélogo ficaria em fusio com a seqiiéncia sinal da 3-
lactamase em pLA71, ¢ pLA73 em fusdo com a -lactamase inteira.

Os vetores de expressdo pJH137, pJH152 e pMP3 (Figuras 2 e 3) foram gentilmente
cedidos pelo Dr. Williams R. Jacobs Jr. (Albert Einstein College of Medicine, NY). Estes
vetores assim como os da série pLA sdo plasmideos-ponte, que se replicam em E. coli e

micobactéria. Estes plasmideos sdo derivados do pMV261 e contém origem de replicagdo
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de E. coli e micobactéria, o marcador de sele¢do para kanamicina, que é usado numa
primeira selegdo e posteriormente eliminado, € o gene de complementagdo para o
aminoacido lisina (LysA’), sob o controle de um promotor proprio (pMP3) ou do mesmo
promotor usado para a expressdo do antigeno heterdlogo, caracterizando um Operon
sintético (pJH137 e pJH152). O vetor pJH137 possui o promotor phsp60 e expressa o
antigeno heterdlogo em fusdo com a seqii€ncia sinal do antigeno alfa, ssa-Ag; o gene lysA
vem em seguida, separado pela seqiéncia consenso RBS (Figura 2). Da mesma forma o
vetor pJH152 possut o promotor da proteina alfa-antigeno, pa-Ag, que expressa o antigeno
heterélogo em fusdo com a seqiiéncia sinal da proteina 19kD; o gene lysA vem em seguida,

separado pela seqiiéncia consenso RBS (Figura 2).

ori{Myco) ori-{(Myco)

pJH152
ori{E. Col) (6100 pb) ori-{E. Colf)

Pst 1(4468) Nde 1{4049)

FIGURA 2. Representacio esquemaitica dos vetores de complementag¢io e expressio
pJH137 e pJH152. Os vetores contém as origens de replica¢do, ori-(E. coli) e ori-(myco);
o gene de resisténcia a kanamicina, Km e um operon sintético formado pelo gene
heterdlogo e o gene lysA separados por uma seqii€ncia consenso de ligagdo a ribossomo
(RBS). pJH137 possui a seqiiéncia sinal do Antigeno o, ssa-A e o promotor hsp60.
pJH152 possui a seqiiéncia sinal da proteina 19kD, ss-19kD e o promotor pa-Ag.

O vetor pMP3 contém um cassete de expressdo de lysA com o promotor groEl eé
usado somente para complementar cepas micobacterianas auxotroficas para lisina. O

cassete de expressdo do antigeno heterélogo sera inserido no sitio Dral (Figura 3).
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Ori{E. Coli)
LysA pMP3

5687 pb
¢ P) Ori{Myco)

GroEL
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Figura 3. Representacio esquemadtica do vetor de expressio pMP3. O vetor pMP3
contém as origens de replicagdo, ori-(E. coli) e ori-(myco); o gene de resistencia a
kanamicina, Km ¢ o gene de complementagdo para lisina, lysA, sob o controle de um
promotor proprio. O cassete de expressdo presente em pNL71S1 foi clonado no sitio Dra 1
deste vetor.
3.3 Clonagem de S1PT, CRD-FHA e SICRD nos vetores de expressio micobacteriano
Todas as técnicas de manipulacdo de DNA foram feitas através de protocolos
padrdes de biologia molecular como descrito por SAMBROOK, et a/ (1986). O gene S1-PT
geneticamente detoxificado, de ~700 pb, foi amplificado por PCR a partir do plasmideo
pUC18-PTIK/129G geneticamente detoxificado (Gentilmente cedido pelo Dr. Rino
Rappuoli, Biocine/Citron, Siena, Italy). O fragmento CRD de FHA de ~420 pb foi
amplificado por PCR a partir do DNA genoémico de B. pertussis. Oligonucleotideos diretos

(FP) e reversos (RP) (Tabela I) foram utilizados em uma série de PCRs para gerar os

produtos S1-PT, CRD ou para construir a fusdo destes dois, produzindo SICRD. O produto
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de fusdo S1CRD foi obtido a partir dos fragmentos S1 ¢ CRD clonados individualmente em
pUC18, usando oligonucleotideos que adicionaram uma pequena regido de fusdo, de quatro
aminoacidos (Tyr, Val, Pro, Pro) entre estes dois fragmentos. Cada oligonucleotideo senso
ou anti-senso possuia um sitio Xba I em suas extremidades para facilitar a sua subclonagem
em pUC18 e os sitios Kpn I € Not I nas extremudades 5° e 3, respectivamente, para a
clonagem nos vetores micobacterianos (Tabela I). Foi usado o seguinte protocolo de PCR:
94° C/4 min.; 25 ciclos de 9‘4° C/1 min, 50° C/1 min e 72° C/30 s; 4° C final. Os produtos de
PCR amplificados foram purificados a partir de gel de agarose, digeridos com Xba I ¢
subclonados no mesmo sitio em pUCI18, previamente digeridos, ¢ transformado em E. coli
DH5a. O DNA plasmidial foi extraido de coldnias brancas selecionadas em placa de LB
contendo ampicilina e X-Gal, usando o kit Concert (Gibco). Os insertos S1-PT, CRD-FHA
ou S1ICRD foram removidos de pUCI8 como fragmentos Kpnl/Notl, os quais foram entdo
purificados a partir de gel de agarose e clonados nos vetores de expressdo micobacteriano,
pLA71 ou pLA73, em que o gene da phoA foi previamente retirado com as mesmas
enzimas. Os oligonucleotideos foram desenhados para que a inser¢do dos fragmentos em
pLA71 e pLA73 permitisse que a fase de leitura fosse mantida para a producgdo das
proteinas de fusdo. As construgdes obtidas foram entdo denominadas pNL71S1,

pNL71CRD e pNL71S1CRD ou pNL73S1, pNL73CRD ou pNL73S1CRD.
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Tabela I

Oligonucleotideos utilizados para amplificacdo por PCR dos genes dos antigenos de B.
pertussis:

Oligonucleotideos® Seqiiéncia dos oligonucleotideos ”

S1-FP 5’- TAGTAGTCTAGAGGTACCGGACGATCCTCCCGCCACC - 3’

S1-RP 5’-TAGTAGICTAGAGCGGCCGCCTAGAACGAATACGCGATGCT- 3’
CRD-FP  5°- AATTAATCTAGAGGTACCGCTCGAGCATTCCACCATCGAG -3’
CRD-RP  5’-ATTAATCTAGAGCGGCCGCATTCTCGAGCACGCCCTGCTTGCC -3’
SICRD-FP 5°- ATTTAATCTAGATACGTACTCGAGCATTCCACCATCGAG - 3°

SICRD-RP 5’-TAGTAGTCTAGATACGTAAGTTCCGAACGAATACGCGATGCT-3’

* FP, oligonucleotideo direto; RP, oligonucleotideo reverso

P Os sitios de restrigbes Xba I estdio em italico, Kpn I e SnaB I estdo sublinhados em FP, e
Not I sublinhado em RP (com exce¢do de SICRD-RP que tem SnaB 1), a regido de fusdo
esta em negrito.

Para a clonagem dos antigenos S1PT, CRD e S1CRD de pertussis nos vetores de
complementagdo e expressdo pJH137 e pJH157 foram realizados PCRs nas mesmas
condigbes descritas anteriormente utilizando os oligonucleotideos descritos na Tabela I1.
Estes oligonucletideos contendo os sitios Nde I ¢ Pst I nas extremidades 5° e 3°,
respectivamente foram utilizados para amplificagdo dos genes S1PT, CRD ou SICRD
contidos nos vetores pNL71S1, pNL71CRD e pNL71S1CRD, representados na Figura 4.
Os fragmentos obtidos por PCR apresentaram os tamanhos esperados de 700 bp, 420 bp e

1120 bp, respectivamente. Estes fragmentos foram purificados de gel de agarose e clonados

nos vetores de expressdo pJH137 e pJH152 previamente digeridos nos mesmos sitios.
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Tabela I1

Oligonucleotideos utilizados para amplificagio por PCR dos genes S1-PT, CRD e
S1CRD para serem clonados nos vetores de complementag¢io pJH137 e pJH152 sob o
controle dos seus respectivos promotores.

Oligonucleotideo® Seqiiéncia”
X-S1-FP 5 - AAAAAACATATGGACGATCCTCCCGCCACCGTATACC -3’
X-S1-RP 5’- AAAAAACTGCAGCTAGAACGAATACGCGATGCTTTCG - 37

X-CRD-FP 5’- AAAAAACATATGCTCGAGCATTCCACCATCGA -3°
X-CRD-RP 5°- AAAAAACTGCAGCTACTCGAGCACGCCCTGCTTGC -3’
X-SICRD-FP  5°- AAAAAACATATGGACGATCCTCCCGCCACCGTATACC - 3’

X-SICRD-RP  5°- AAAAAACTGCAGCTACTCGAGCACGCCCTGCTTGC -3

* X- indica que somente o gene foi amplificado por PCR; FP, oligonucleotideo direto; RP,
oligonucleotideo reverso.
b Os sitios Nde I, e Pst I estdo em italicos
Para a constru¢gdo do vetor de complementagdio pMPN3SIPT, o cassete de
expressdo contendo pBlaF*, a seqiiéncia sinal de Blam e S1PT foi isolado de pNL71S1
com Pst I (que flanqueia o cassete de expressdo) e tornado blunt com a enzima “Klenow
fragment”. Este fragmento foi entdo ligado diretamente no sitio blunt Dra I do vetor pMP3.
A construgdo do vetor pNL71S1lysA foi realizada pela excisdo do gene lysA do
vetor pJH137, através da digestdo nos sitios Pst I e Cla 1, tomado blunt com a enzima

“Klenow fragment” e o fragmento em seguida ligado no sitio Not I de pNL71S1, que

também foi tornado blunt.
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3.4 Expressio de S1-PT e CRD-FHA em BCG recombinante

Estoques de BCG competentes foram eletroporados com os respectivos vetores de
expressdo e as colonias transformantes moculadas em 10 mL de meio liqguido MB7H9
/kanamicina. A cultura micobacteriana foi recuperada na fase exponencial (Asoonm— 0,6-0,8)
por centrifugagdo a 4.000 rpm. As células foram entdo resuspendidas em 1/10 do volume
original com PBS e congeladas. No dia seguinte foram sonicadas por 1,5 min sob gelo
numa amplitude constante correspondente a metade do valor maximo (Soniprep 150 MSE,
UK) e centrifugadas para precipitagdo de solidos. Os sobrenadantes foram recuperados € a
concentragdo de proteinas dosada usando o kit BIO-RAD Protein Assay (Bio-Rad)
utilizando albumina bovina como padrdo. Amostras contendo 30 ug de proteinas foram
aplicadas em gel de poliacrilamida 10% em presenc¢a de dodecil-sulfato de sddio (SDS-
PAGE 10 %). A eletroforese foi realizada a temperatura ambiente a 120 V até o corante
atingir o final do gel. Apos eletroforese, as proteinas foram transferidas para membrana de
nitrocelulose com poros de 0,2 um (Protran), utilizando-se um sistema de transferéncia
semi-seco. Os géis contendo rBCG transformado com os vetores de expressdo com cada
antigeno foram colados sob membranas de nitrocelulose, mergulhados em tampdo de
transferéncia (Tris 0,25 M, pH 8,3, glicina 0,129 M e metanol 20 %) e colocados entre
cinco folhas de filtro também embebidas no mesmo tampdo. O conjunto foi colocado entre
duas placas e submetido a uma corrente de 120 mA por 1,5 h a temperatura ambiente. Ao
final da eletrotransferéncia as membranas foram retiradas do sistema e incubadas em
solugdo bloqueadora (PBS contendo 5% de leite desnatado - PBS-L) a 4 °C, durante toda
noite. Ao término do bloqueio as membranas foram incubadas a temperatura ambiente por

2 h com soro anti-PT ou anti-FHA ambos diluidos em PBS-L (diluigdo 1:1000). Apos este
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periodo de incubagdo as membranas de mitrocelulose foram lavadas trés vezes, sob leve
agitagdo, com PBS/Tween20 0,1% (PBS-T), em intervalos de 10 min. As membranas
foram entdo incubadas por 2 h nas mesmas condi¢gdes em PBS-L contendo anticorpo anti-
IgG conjugado a HRP (Sigma, Chem Co, St. Luis) € novamente lavadas 3 vezes com PBS-
T. A revelagdo foi feita por quimiluminescéncia usando o kit ECL (Amersham) por
exposi¢do a filme de raios-X.
3.5 Localizacido de SIPT expressa em rBCG

Clones de rBCG expressando a proteina de fusfio S1-PT com os diferentes
fragmentos da B-lactamase foram cultivados em 30 mL de meio de cultura Ungar (REF>),
contendo kanamicina (20 pg/mL). As células foram recuperadas na fase logaritmica de
crescimento por centrifuga¢do. O precipitado celular foi resuspendido em PBS e sonicado
por 5 min em gelo. O material sonicado foi centrifugado a 5000 g por 10 min para remover
células ndo rompidas ¢ grandes pedagos de células sonicadas. Notar que grande parte do
material referente & parede celular estara nessa fragdo. O sobrenadante foi recuperado e
centrifugado a 27000 g por 10 min (essa etapa ¢ feita para se remover restos de células que
ainda permanecem no sobrenadante, restando no sobrenadante apenas proteinas soliveis ¢
fragdo de membrana). A este sobrenadante foi adicionado Triton X-114 2 % (v/v) ¢ a
mistura incubada sob agitagdo a 4 °C por toda noite para solubilizagdo da fragdo referente a
membrana. Triton X-114 €é um detergente nédo i6nico que forma uma solugdo homogénea a
4 °C, mas que se particiona em duas fases, uma aquosa ¢ uma de detergente, quando
aquecido a 37 °C. Este material foi incubado a 37 °C até a separagio das duas fases, sendo a
fase superior, aquosa e a fase inferior referente ao detergente. Todas as amostra recuperadas

foram submetidas a andlise através de SDS-PAGE e Western blot usando anticorpo anti-
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PT. As proteinas do sobrenadante do meio de cultura foram concentradas por centrifugagdo
em membrana Centricon 03, (Amicon Corp., Danvers, MA) com poros de retengdo superior
a3 kDa.
3.6 Animais e imunizacio

Grupos de camundongos Swiss ou Balb/c (machos) de 14-18g (Biotério Central do
Instituto Butanta) foram injetados intraperitonealmente (i.p.) com 1x10° UFC/camundongo
de BCG ou rBCG re-suspensos em 500 ul de Salina apirogénica. Animais controles foram
administrados com Salina ou 1/8 da dose humana da vacina DTP convencional, diluida em
Salina, todos em 500 pl. Foram usados grupos de 6-10 camundongos em média por caixa e
os animais foram mantidos a temperatura de 22 °C em um biotério com nivel de seguranga
L2 contendo ar filtrado, sendo suas caixas trocadas 3 vezes por semana. Os camundongos
Balb/c foram sangrados retro-orbitalmente a cada més, durante seis meses, sendo o sangue
reunido por grupo de animais imunizados e o soro analisado quanto a presenga de
anticorpos anti-PT ou anti-FHA.
3.7 Analise da producio de anticorpos contra PT ou FHA

As andlises de indugdo de anticorpos especificos contra S1-PT ou CRD-FHA nos
soros dos animais imunizados foram feitas pelo método de ELISA: Numa placa de 96
pogos (Nalgene Nunc International, Rochester, N. Y.) foi adsorvida a proteina, PT ou FHA,
(Qug/mL) diluida em 100 ul de tampdo Carbonato-bicarbonato, pH 9,6 e incubada a 4 °C
por toda noite. No dia seguinte a placa foi lavada trés vezes com PBS-T, bloqueada com
PBS-L e lavada novamente com PBS-T. Foram aplicados nos pogos os diversos soros
diluidos serialmente em PBS/BSA (albumina sérica bovina) 1% e a seguir a placa foi

incubada a 37 °C por 1 h. Depois da incubagio a placa foi novamente lavada como descrito
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acima e cada pogo recebeu 100 ul de PBS/BSA 1% contendo o segundo anticorpo anti-IgG
conjugado a HRP. Apds incubagdo por 1 h a 37° C, uma nova etapa de trés lavagens foi
realizada e a reagdo de detecgdo desenvolvida pela adigdo de 100 pl da seguinte solugfio: o-
fenilenodiamina (OPD) 0,04% em tampdo fosfato-citrato, pH 5, contendo peréxido de
hidrogénio 0,01%. A reagdo foi mantida por 15 min no escuro e interrompida pela adi¢do
de 50uL. de H,SO, 8N em cada pogo. A absorbancia foi determinada a 492 nm ¢ os valores
mostrados contra uma tnica diluigdo de 1/20.

3.8 Obtencéo de esplendcitos para o ensaio de indugio de linfocinas.

Grupos de trés camundongos Swiss, machos de 14-18g foram imunizados com as
diferentes preparagdes vacinas de rBCG, além dos controles BCG ou Salina. Apds 15 ou 30
dias o bago destes animais foi retirado assepticamente ¢ as células separadas como segue:
suspensdes de células tnicas foram preparadas em meio incompleto: RPMI 1640 (Sigma)
(Chemical Co., St. Louis, MO, USA) contendo tampio HEPES 10mM, suplementado com
L-Glutamina 2mM (Merck, Darmstadt, Germany) e sulfato de gentamicina 50 pg/mlL
(Schering-Plough, Rio de Janeiro, RJ, Brasil). As c¢élulas foram lavadas uma vez e tratadas
com agua destilada para remogdo de eritrécitos. Em seguida, as células foram novamente
lavadas por duas vezes e re-suspendidas em meio completo (meio incompleto mais soro
fetal bovino (FCS) 10 % (Cultilab, Campinas, SP, Brasil) ¢ 2-mercaptoetanol 2mM
(Pharmacia LKB Biotechnology AB, Uppsala, Sweden)). As células (2 x10%mL) foram
cultivadas em placas para cultura de tecido (Corning, New York, NY, USA), num volume
de 1 mL por pogo, contendo 1 pg/mlL de PT detoxificada (dTP) ou 2,5 pg/mL de FHA,
ambos usados para estimulagdo antigeno-especifica, ou 5 pg/mL de Concanavalina A

(ConA) (Sigma) como controle positivo da viabilidade das células. As células controles
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foram cultivadas em meio sem antigeno. As culturas de células foram incubadas por até 72
h a 37 °C em atmosfera amida contendo 5 % de CO,. Os sobrenadantes das culturas foram
recuperados em 24, 48 ¢ 72 h e armazenados a -20 °C para posterior quantificagdo de
interferon-y (IFN-y) e interleucina-4 (IL-4).
3.9 Ensaio de linfocinas

Niveis de IFN-y e 1L-4 nos sobrenadantes de células estimuladas com os devidos
antigenos foram estimados por ELISA. Os anticorpos de captura monoclonal anti-IFN-y (2
ug/mL) ou anti-IL-4 (1 pg/ml) (PharMingen, San Diego, CA, USA) diluidos em 50 ul/pogo
de NaHCO; 0,1 M, pH 8,2 foram adsorvidos em placas de micro-titulagdo de fundo liso de
96 pogos (Immunoplates-Maxisorp, Nunc International, Rochester, N. Y.) por incubagio a
4 ° C por toda noite. As placas foram lavadas de 3 a 6 vezes com PBS/Tween-20 0,05%
(Sigma), dependendo da etapa. PBS/FCS 10 % foi usada como solugio de bloqueio a 4 °C
por toda noite e esta lavada 3 vezes com PBS-T 0,05%. Os sobrenadantes das culturas de
linfocitos foram adicionados as placas em quadruplicata e estas incubadas por 3 h a
temperatura ambiente. IFN-y e IL-4 recombinantes de camundongos (PharMingen) foram
usados para se determinar a curva padrdo. Os monoclonais anti-IFN-y (1 pg/mL) e anti-IL-
4 (0,5 pg/mL) biotinilados foram usados como anticorpos de detecgdo num volume de 50
ul de PBS-T 0,05 % para cada pogo e incubados por 1 h a temperatura ambiente. A reagdo
de detecgdo foi desenvolvida pela adigdo de 100 ul de tampdo fosfato-citrato, pH 5
contendo OPD 0,04% e peroxido de hidrogénio 0,01%. A reag¢do foi mantida por 15 min no
escuro ¢ interrompida pela adigdo de 50uL de H,SO, 4,5 M por pogo. A leitura de

absorbancia foi feita a 492 nm em aparelho leitor de ELISA. As concentragGes a partir da
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curva padrdo foram obtidas por analise de regressio linear (GraphPad Prism, version 2.0,
1995)
3.10 Ensaio de proliferacio

Células do bago obtidas como descrito acima foram cultivadas por 72 h em meio
RPMI completo. A resposta proliferativa foi determinada com base na conversdo do
substrato MTT (Sigma, St. Louis, MO, USA) em formazan, com pequenas modificagdes.
Uma solugdo de MTT (20 pl, 5Smg/mL) foi adicionada a 100 pl de meio e incubada por 3 h
a 37 °C. Uma outra solugdo de PBS/SDS 10 % contendo 100ul de HC1 0,01M foi também
adicionada ao meio e a mistura incubada por mais 18 h. A formagéo de cor é medida pela
sua absorbancia a 595 nm. Uma unidade proliferativa € equivalente a uma unidade de
absorbancia em 595 nm. O valor obtido para os esplenocitos de camundongos inoculados
com salina foi subtraido. Analises estatisticas foram realizadas pelo Teste de Comparagio
Muiltipla de Student-Newman-Keuls.
3.11 Teste de estabilidade do plasmideo em BCG in vivo

Dois grupos de seis camundongos Swiss machos foram inoculados i.p. com 1x10°
UFC de BCG ou rBCG-S1PT e dois animais de cada caixa sacrificados a um e dois meses
ap6s inoculagdo, para a retirada do bago. Os bagos foram macerados em homogeneizador
Dounce com um volume de 500 ul de salina e os sobrenadantes semeados em diferentes
diluigdes em meio sélido MB7H10 com ou sem kanamicina (20 pg/ml). O numero de
coldnias presentes nas placas (UFC) foi determinado e a estabilidade do vetor de expressio
medida como sendo a razdo entre o niimero de coldnias resistentes a kanamicina versus o

numero de coldnias recuperadas na auséncia de antibiotico.
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3.12 Desafio Intracerebral com Bodertella pertussis

Camundongos imunizados com rBCG ou os respectivos controles foram inoculados
intracerebralmente com 30 pl de suspensdo bacteriana contendo B. pertussis virulenta
(18500 ou 30000 UFC, dependendo do peso). Considerou-se como morte acidental ou
inoculagdo inapropriada da suspensdo de B. pertussis os camundongos que nHo
sobreviveram aos trés primeiros dias ap6s o desafio. A sobrevida dos camundongos foi
acompanhada por mais 12 dias, sendo o nivel de protegio expresso como a percentagem de
camundongos sobreviventes.
4. RESULTADOS
4.1 Construgdo dos vetores de expressido de SIPT em BCG

Para a construgdo dos vetores de expressdo de S1-PT em BCG, o gene desta
subunidade foi amplificado por PCR a partir do plasmideo pUC18 contendo o gene
PTI9K/129G. Os oligonucleotideos usados para a obtengdo do gene S1-PT geraram, em
cada reagdo apenas o fragmento de tamanho esperado, ~700 pb. Estes oligonucleotideos
foram desenhados de modo que a inser¢do de S1-PT em pLA71 ou pLA73 mantivesse a
fase de leitura com a seqiiéncia sinal da B-lactamase ou com a -lactamase inteira para a
produgdo das proteinas de fusdo. As construgdes obtidas foram denominadas pNL71S1 ou
pNL73S1 (Figura 4). As construgdes foram confirmadas por analise de restricdo ¢ em

seguida seqiienciadas.
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Figura 4. Representacio esquematica dos cassetes de expressio dos vetores da série
pLA contendo os antigenos de B. pertussis (X). O primeiro cassete ¢ derivado do vetor
pLA71, onde os genes de B. pertussis (X) foram clonados em fusdo com a seqiiéncia sinal
de pBlaF* em substitui¢do a phoA, originado pNL71X. O segundo cassete de expressio é
derivado do vetor pLA73, onde os mesmos genes de B. pertussis foram clonados em fusio
com o gene inteiro da B-lactamase, também em substitui¢do a phoA, originando pNL73X.
4.2 Expressdo de SIPT em BCG recombinante.

BCG competente foi transformado com pNL71S1 ou pNL73S1 ¢ os clones de rBCG
transformados foram selecionados em meio sélido MB7H10/kanamicina e expandidos em
meio liquido. Extratos protéicos de rBCG transformados com os respectivos vetores de
expressdo foram fracionados em SDS-PAGE 10% ¢ submetidos a analise por Western blot
usando um anticorpo policlonal anti-PT. Os clones de tBCG transformados com pNL718S1,
(rBCG-pNL71S1) apresentaram uma banda imunoreativa, correspondente a uma proteina
de aproximadamente 30 kDa (Figura 5, pogos 3-5), que € o peso molecular esperado da
fusdo de SIPT com a seqiiéncia sinal da B-lactamase (26 + 4 kDa). J4 o extrato de rBCG-
pNL73S1 apresentou uma banda de 59 kDa (Figura 5, pogo 6), correspondente a fusfo de
S1PT com a B-lactamase inteira (26 + 33 kDa). Pode-se observar em rBCG-pNL73S1,
também algumas bandas de peso molecular menores, provavelmente devido a algum grau
de degradag¢do da proteina fusionada. Os controles negativos, BCG ou rBCG contendo o

vetor pLA71 vazio, ndo apresentaram bandas (pogos 1 e 2, respectivamente). Como

controle positivo foi usada uma amostra de PT purificada de B. pertussis selvagem (Figura
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5, pogo 7), onde se podem observar as bandas correspondentes as cincos subunidades que
formam a Toxina Pertussis (Figura 5, pogo 7). A subunidade S1 livre pode ser vista como a
banda de menor migragdo (26,2 kDa) de PT purificada. Embora a reagdo no ensaio de
Western blot tenha revelado a expressdo em niveis significativos de S1PT nas diferentes
cepas de rBCG, ndo foi possivel detectar essa proteina heterodloga no gel de poliacrilamida,
quando corado com Coomasie-blue (possivelmente a co-migragdo com proteinas

majoritarias de micobactérias tenha dificultado a sua detec¢do).

Figura 5. Expressdo da subunidade S1 da Toxina Pertussis em rBCG. Extrato total de
BCG ou rBCG (30 pg) foram analisados por Western blot usando um soro anti-PT. 1, BCG;
2, 1BCG transformado com o vetor pLA71 vazio; 3-5; rBCG transformados com o vetor
pNL71S1; 6, rBCG transformado com o vetor pNL73S1; 7, PT purificada de B. pertussis
selvagem.

4.3 Localizacio de SIPT em BCG recombinante

Para verificar se a fusdo com a seqiiéncia sinal da 3-lactamase levou a exportagdo da
proteina SIPT expressa em rBCG-pNL71S1 e rBCG-pNL73S1, estas cepas foram
cultivadas em meio Sauton ¢ submetidas a fracionamento celular num ensaio de partigdo

com Triton X-114. Triton X-114 é um detergente ndo i0nico que forma uma solugdo



44

homogénea a 0 °C, mas quando aquecida a 37 °C se separa em duas fases, uma aquosa ou
citosolica e uma outra hidrofébica ou de membrana.

O método de fracionamento celular e partigdo utilizando o detergente Triton X-114
revelou que a proteina heterdloga produzida por ambas as construgdes (rBCG-pNL7181 e
rBCG-pNL73S1) estava localizada nas amostras de material insolavel obtidas em diferentes
centrifugagdes, 5.000 g e 27.000 g, respectivamente. S30 nessas amostras onde se concentra
a maior parte da parede celular (Figura 6). Esta segunda centrifugacdo a 27.000 g elimina
quaisquer restos de material insolivel que possam permanecer na fase solivel, porém nio
separa a fragdo de membrana da fragdo citosélica. Apos separagdo das fases do extrato
solivel por detergente, nenhuma quantidade de proteina foi detectada na fragio de
membrana ou hidrofébica, nem na fragfo citosolica ou aquosa. Uma pequena quantidade da

proteina de fusdo foi detectada no sobrenadante da cultura, possivelmente por lise celular.
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Figura 6. Localizacdo da subunidade S1-PT em rBCG. Extrato total de rBCG-pNL71S1
(A) ou tBCG-pNL73S1 (B) foi fracionado por centrifugagdo e particionado por detergente
Triton X-114. As amostras Extrato Total, Parede Celular, Citossol, Membrana e
Sobrenadante correspondentes a cada fragdo ou localizagdo foram separadas em SDS-
PAGE, transferidas para uma membrana de nitrocelulose ¢ submetidas a imunoensaio
utilizando um soro anti-PT nativa. PT, toxina pertussis purificada.
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4.4 Estabilidade de rBCG-S1PT in vivo

Camundongos Swiss foram inoculados ip. com BCG ou rBCG-pNL71S1 (10°
UFC). Trés animais de cada grupo foram sacrificados apds 1 e 2 meses, os bagos extraidos
e homogeneizados e fragdes destes extratos plaqueados em MB7HI10, na presenga ou
auséncia de kanamicina. A estabilidade do vetor de expressio foi determinada como a razdo
entre colOnias resistentes a kanamicina versus coldnias recuperadas na auséncia de
antibidtico. Em um més, a razio diminuiu para 0,86 e em dois meses permaneceu no
mesmo valor. O ntmero total de col6nias recuperadas dos bagos de animais inoculados
ap6s 2 meses foi 530 em média, tanto para BCG quanto para rBCG-pNL71S1, indicando
que o vetor ndo torna o rBCG menos estavel no camundongo.
4.5 Resposta humoral de camundongos imunizados com rBCG-S1PT

Grupos de 5 camundongos Balb/c machos foram imunizados i.p. com 10° UFC de
BCG-pNL71S1 ou rBCG-pNL7351. Camundongos controles foram imumzados com
Salina, BCG ou DTP. Uma dose reforgo sob as mesmas condigdes foi administrada apés 10
semanas. Os soros foram coletados individualmente a cada 4 semanas apds a primeira
imunizag¢do, reunidos em um unico pool para cada grupo e analisados por ELISA quanto a
presenga de anticorpos anti-PT. Apés dois meses da imunizagdo, os camundongos que
receberam rBCG-pNL71S1 mostraram um aumento de duas vezes nos niveis de anticorpos
anti-PT, quando comparados com os controles Salina e BCG (Figura 7). No entanto, os
niveis diminuiram prontamente em cinco meses, atingindo patamares comparaveis aos dos
controles, voltando a subir novamente aos 6 meses. Nem rBCG-pNL73S1 nem DTP

mduziram niveis significativos de anticorpos anti-PT (Figura 7).
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Figura 7. Resposta humoral apés imunizacio com rBCG-S1PT. Camundongos Swiss
foram imunizados i.p. com rBCG-pNL71S1 e iBCG-pNL73S1 (10° UFC/0,5 mL) ou os
controles positivo (DPT) e negativos (Salina, BCG), recebendo uma dose reforgo com 10
semanas sob as mesmas condigdes, como descrito em Materiais € Métodos. Os soros foram
coletados nos tempos indicados, agrupados e analisados por ELISA quanto a presenga de
anticorpos anti-PT. Os dados de absorbancia mostrados correspondem a uma tnica dilui¢do

de 1/20. Mo= Més.

Ao final de seis meses, esses animais foram submetidos a um desafio intracerebral
(IC) com uma cepa virulenta de B. pertussis. A sobrevivéncia dos animais foi observada ao
longo de 12 dias e somente os grupos vacinados com rBCG-pNL71S1 ou rBCG-pNL73S1
apresentavam animais ainda vivos, 2/5 e 1/5, respectivamente. O ultimo animal
sobrevivente, pertencente ao grupo DTP, morreu no ultimo dia do experimento. Esse
experimento demonstrou que o desafio IC ndo ¢ apropriado para avaliar a proteg¢do em

camundongos mais velhos e indicou que a vacina rBCG-S1PT poderia induzir algum nivel

de protegdo.
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4.6 Resposta celular induzida pela imunizacio com rBCG-pNL71S1

Grupos de 4 camundongos Swiss foram inoculados com rBCG-pNL71S1 ou com os
controles, Salina e BCG. Apos duas semanas, as células dos bagos desses animais foram
isoladas, cultivadas sob o estimulo de dPT e o sobrenadante destas culturas utilizado para
determinagdo da concentragdo de IFN-y e 11.-4 por ELISA. A secregdo de linfocinas pelas
células estimuladas com dPT revelou diferengas marcantes entre os grupos. Esplendcitos de
camundongos imunizados com rBCG-pNL71S1 produziram elevados niveis de IFN-y apos
estimulo com dPT (Figura 8). Células derivadas dos camundongos imunizados com BCG
mostraram um aumento na produgio de IFN-y, embora em um menor grau, que pode ser
atribuido as suas propriedades adjuvantes inespecificas. A secregdo de IL-4 também foi
aumentada nos esplendcitos dos camundongos imunizados com BCG, mas a expressdo de
S1PT em rBCG reduziu a secreg¢do de IL-4 aos niveis basais. De uma maneira geral, os

niveis de IFN-y foram mais altos que os niveis de 1L-4.
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Figura 8. Producio antigeno-especifica de IFN-y e IL-4 de esplenécitos de
camundongos imunizados com BCG ou rBCG-pNL71S1. A concentragdo de citocinas
nos sobrenadantes de esplenocitos isolados de camundongos imunizados com BCG ou
rBCG-pNL71S1 (rBCG-S1PT) foi estimada por ELISA como descrito em Materiais e
Meétodos, apos estimulo com dPT, Sal, salina. As barras de erro indicam o desvio padrdo.

4.7 Resposta proliferativa de esplendcitos induzida pela imuniza¢dio com rBCG-
pNL71S81

Linfocitos de bagos isolados de camundongos imunizados com rBCG-pNL71S1
mostraram 50 % de aumento de proliferagdo em resposta ao estimulo com dPT quando
comparados & salina (p < 0,001) ou 25 % em relagdo aos controles imunizados com BCG (p

< 0,05) (Figura 9). Essa resposta proliferativa se correlacionou com a resposta celular. BCG

sozinho também induziu algum grau de proliferagdo em resposta ao estimulo com dPT.
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Figura 9. Proliferacédo de células de baco derivado de camundongos imunizados com
BCG e rBCG-pNL71S81 sob estimulagido com dPT. A proliferagdo apos 72 h de
estimulagdo com dPT foi medida pela conversio de MTT em formazan, como descrito em
Materiais € Métodos. Os valores obtidos para salina (0,88 + 0,10) foram subtraidos

daqueles obtidos do BCG e rBCG-pNL71S1. As barras de erro indicam o desvio padrdo.
Teste de Students *, P<0,01 quando comparado com BCG; **, P<0,001 quando comparado
com salina. Este experimento foi realizado pela Dra. Diva F. Cardoso (Imunopatologia —
Instituto Butantan)
4.8 Protecio contra um desafio intracerebral com B. pertussis

Grupos de 5 camundongos Swiss machos foram imunizados i.p. com as seguintes
preparagdes: Salina, BCG, rBCG-pNL71S1, tBCG-pNL73S1 ou DTP. Apos 15 dias, todos
os grupos foram submetidos a um desafio intracerebral com uma minima dose letal (MDL),
previamente determinada de B. pertussis virulenta, sob as mesmas condi¢des usadas na
certifica¢do da poténcia da vacina comercial. Tanto rBCG-pNL73S1, expressando S1PT em
fusdo com a proteina B-lactamase, como rBCG-pNL71S1, expressando S1PT em fusdo com
a seqiiéncia sinal da B-lactamase, induziram um alto nivel de prote¢do, quando comparado

com aquele obtido com a vacina DTP comercial (Tabela III). Camundongos imunizados

com BCG mostraram niveis de sobrevivéncia um pouco maior que o grupo controle de
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Salina ou um retardo maior em seu tempo de ébito, confirmando as propriedades imuno-
estimulatorias desta vacina.

Tabela III - Desafio Intracerebral com B. pertussis em camundongos imunizados com
rBCG-S1PT®

Grupos Dia da morte ap6s o desafio
Salina 7,8,8,8,>13

BCG 6,8,10,>13,>13
rBCG-pNL7181 8,>13,>13,>13,>13
rBCG-pNL73S1 >13,>13,>13,>13,>13
DPT >13,>13,>13,>13,>13

*Grupos de cinco camundongos Swiss machos, previamente imunizados com 10° UFC/0,5
mL de BCG ou rBCG-pNL71S1, tBCG-pNL73S1, ou os controles Salina ¢ DTP, foram
desafiados IC com 18500 UFC de B. pertussis viva em 30 pl de salina e a sobrevida deles
acompanhada por 12 dias.

Para confirmar estes resultados foi realizado um outro ensaio, composto de grupos
de 10 animais. Os animais de cada grupo foram imunizados com 10° UFC de rBCG-
pNL71S1 ou os controles positivo e negativo, DTP e Salina, respectivamente. Apos 15
dias, estes camundongos foram submetidos a um desafio intracerebral com uma cepa
virulenta de B. pertussis ¢ a taxa de sobrevida dos animais imunizados acompanhada ao
longo de duas semanas. iBCG-pNL71S1 induziu uma prote¢do de 78% contra 90 % nos
animais imunizados com DTP (Figura 10). Embora alguma variabilidade no grau de
protecdo possa ser observada nos diferentes experimentos de desafio, de maneira geral,
esses resultados demonstram que BCG expressando a subunidade S1 mutada e atoxica de

PT, em fusdo com diferentes fragmentos da B-lactamase, induziu um alto nivel de protegdo

contra um desafio intracerebral com B. pertussis.
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Figura 10. Desafio intracerebral com B. pertussis de camundongos imunizados com
rBCG-pNL7181. Grupos de 10 camundongos Swiss machos foram imunizados i.p. com
10° UFC/0.5 ml de rBCG-pNL71S1(circulos) ou 500 pl de Salina como controle negativo
(tridngulos) ou 1/8 da dose humana de DPT, como controle positivo (quadrados). Duas
semanas apos a imunizagio os animais foram submetidos a um desafio intracerebral com
18500 UFC de uma cepa virulenta de B. pertussis. Os animais foram monitorados por 17

dias.
4.9 Construcio de vetores de expressio de CRD e SICRD

O fragmento CRD foi amplificado por PCR a partir do DNA gendémico de B.
pertussis. Os ologonucleotideos usados para a obtengdo de CRD geraram apenas o
fragmento de tamanho esperado de 420 bp. Ao mesmo tempo, foi realizada a construgéo do
vetor de expressdo de SIPT em fusdo com CRD (S1CRD). O codon de terminagdo de S1-
PT foi substituido por uma tirosina € uma valina em adi¢cdo a duas prolinas e fusionado ao
fragmento de 420 pb de CRD, gerando uma pequena regiio de fusdo de quatro
aminoacidos. Estes fragmentos foram entfo clonados em pLA71 e pLA73, em fusfo com
os fragmentos da p-lactamase dando origem aos seguintes vetores de expressdo:

pNL71CRD e pNL73CRD ou pNL71S1CRD e pNL73S1CRD (Figura 4). No entanto,
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devido a sobrecarga de trabalho da maquina de seqiienciamento naquele momento, estes
vetores foram usados para transformar BCG competentes antes da confirmagdo de suas
seqiiéncias.

4.10 Expressdo de CRD ou SICRD em rBCG

Aliquotas de BCG competente foram transformados com os vetores de expressdo
pNL71CRD e pNL73CRD ou pNL71S1CRD e pNL73S1CRD. Os transformantes foram
entdo selecionados em meio solido contendo kanamicina e expandidos posteriormente em
meio liquido, gerando rBCG-pNL71CRD, rBCG-pNL73CRD, rBCG-pNL71S1CRD e
rBCG-pNL73S1CRD, respectivamente. Extrato total dos diferentes clones de iBCG-CRD e
rBCG-S1CRD foram submetidos a SDS-PAGE seguido de Western blot usando anticorpo
policlonal anti-FHA. N3o foi possivel observar a expressdo do fragmento CRD no ensaio
de Western blot em nenhuma das construgdes. Por outro lado, meses depois da obtengdo ¢
transformagdo destas construgdes em BCG competente, foi determinado por
sequenciamento, que o codon de terminag¢do das construgdes contendo o fragmento CRD
(pNL71CRD, pNL71S1CRD, pNL73CRD e pNL73S1CRD) estava errado. Contudo, se a
leitura além da seqiiéncia do CRD fosse estendida, era obtido um coédon de terminagfo que
geraria fragmentos maiores que os esperados e com um pedago do gene lac Z presente nos
vetores da série pLA ap6s o sitio de clonagem.

Entretanto, utilizando anticorpo anti-PT foi observada uma banda um pouco maior
que a proteina de fusdo SIPT com os fragmentos da B-lactamase nas amostras de rBCG-
pNL71S1CRD e rBCG-pNL73S1CRD (Figura 11, 2-4, 8). Estes resultados indicaram que a
proteina de fusdo SICRD, mesmo com um cédon de terminagdo errado ou além do

esperado, estaria sendo expressa, mas que esta proteina de fusdo ndo se manteve estavel. A
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por¢do N-terminal da proteina de fusfio, correspondente a S1PT, ainda carregaria um

pequeno fragmento de CRD.
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FIGURA 11. Western blot das amostras de rBCG transformados com pNL71S81,
pNL73S1, pNL71S1CRD e pNL73S1CRD. Amostras de extrato total de rBCG foram
separadas em SDS-PAGE, transferidos para uma membrana de nitro-celulose e analisados
com um soro anti-PT. 2-4 ¢ 5-7 representam amostras de diferentes clones. 9 contém uma

amostra de PT purificada.

4.11 Resposta humoral de camundongos imunizados com rBCG-CRD ou rBCG-
S1CRD

Grupos de 6 camundongos Swiss foram imunizados ip. com diferentes
concentragdes das preparagdes vacinais de rBCG-pNL71CRD, rBCG-pNL71S1CRD e os
controles Salina e BCG. Os soros foram coletados apds 14 dias e analisados quanto a
presenga de anticorpos anti-FHA por ELISA. Foi observada uma formagdo dose-

dependente de anticorpos anti-FHA nos soros dos animais imunizados com rBCG-
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pNL71ICRD ou rBCG-pNL71S1CRD (Figura 12), confirmando resultados obtidos

inicialmente. Na concentragio mais elevada (1x10” UFC) houve a formagéo do maior nivel

de anticorpos.

0.8
£
& 06
(2]
-
8
(5
& 04-
e}
f -
o
[77]
8 o.z-ﬂ
0.0 %
2
T
(7]

1
r 1
I
1
|
— *
P 4
St—

©

[-]

=3

-

-

E

o

71CRD 10e7 5535

3
w0
[
o
-
Q
[*4
O
-
M~

BCG 10e8
71CRD 10e6
71S1CRD 10e5
7181CRD 10e6
71S1CRD 10e7

Figura 12. Resposta humoral anti-FHA ap6s imuniza¢io com rBCG-pNL71CRD ou
rBCG-pNL71S1CRD. Grupos de 6 camundongos Swiss machos foram imunizados i.p.
com rBCG nas diferentes concentragdes indicadas e os controles Salina, BCG ou rBCG-
pLA71. Os soros foram coletados apos 14 dias e analisados por ELISA para a presenga de
anticorpos anti-FHA. As leituras correspondem a wma tnica diluigdo (1:20) feita a 492 nm
de absorbancia. pLA71, IBCG-pLA71; 71CRD, rBCG-pNL71CRD ¢ pNL71S1CRD,
rBCG-pNL71S1CRD.

Os resultados de ELISA apontaram para a expressio do fragmento CRD, dado que a
produgdo de anticorpos especificos contra FHA foi detectada no soro dos animais
imunizados com rBCG-pNL71CRD ou rBCG-pNL71S1CRD e foi caracterizada como dose

dependente. Os resultados mostram que a proteina de fusdo de CRD a S1PT aumentou a

resposta humoral contra FHA.
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4.12 Resposta Celular Especifica Induzida por rBCG-CRD e rBCG-S1CRD

Uma vez que os dados de resposta imunoldgica induzida pela vacina rBCG-
pNL71S1PT indicaram uma resposta celular predominantemente do tipo Thl, e que esta
vacina alcangou elevados niveis de prote¢do contra um desafio intracerebral, os mesmos
ensaios foram realizados com as vacinas rBCG-pNL71CRD, rBCG-pNL71S1CRD ou a
combinagdo de rBCG-pNL71S1 com rBCG-pNL71CRD. Grupos de 4 camundongos Swiss
foram inoculados com estas preparagdes vacinais, em diferentes concentragdes, ou com 0s
controles Sahna ou BCG. Quinze dias apdés a imunizagéo, esplenocitos isolados do bago
desses animais foram cultivados sob o estimulo de dPT ou FHA e a quantidade de IFN-y ou
IL-4 presentes no sobrenadante dessas culturas quantificada por ELISA. Pode-se observar
que uma dose mais elevada de 1BCG-pNL71S1 (10’ UFC) reduziu a produgio de IFN-y
(Figura 13.A). Foi detectada baixa concentragdo de IL-4 em todas as amostras (ndo
apresentado). rBCG-pNL71S1CRD induziu menores niveis de INF-y do que rBCG-
pNL71S1 ou a combinagdo de rBCG-pNL71S1 + rBCG-pLN71CRD, indicando que a
fusdo pode induzir uma modificagdo na estrutura de SI, que reduziria seu potencial de
indug¢do de resposta Thl contra PT. J4 a combinag¢do de rBCG-pNL71S1 com rBCG-
pNL71CRD induziu niveis de IFN-y comparaveis aos da vacina rBCG-pNL71S1 sozinha,
revelando que a presenga de tBCG-pNL71CRD associada a rBCG-pNL71S1 ndo se soma

aos valores de rBCG-7181 sozinho, mas também nfo interfere em seu efeito.
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Figura 13. Producio de IFN-y PT-especifica (A) ou FHA-especifica (B) nos
sobrenadantes de culturas de esplenécitos derivados de bacos de camundongos
imunizados com rBCG. Grupos de 4 camundongos foram imunizados com as preparagdes
vacinais e concentragdes indicadas. As concentragdes de citocinas foram estimadas como
descrito em Materiais € Métodos ap6s estimulagdo com dTP ou FHA. As barras de erro
indicam o desvio padrdo. 7151, tBCG-pNL71S1; 71CRD, tBCG-pNL71CRD e 71S1CRD,
rBCG-pLN71S1CRD.

Quanto a resposta celular especifica contra FHA, pdde-se observar que a expressao
de CRD em fusdo com SIPT (fBCG-pNL71S1CRD) ou as vacinas combinadas (rBCG-
pNL71S1 + tBCG-pNL71CRD) aumentou a formagdo de IFN-y (Figura 13.B). No entanto,
ndo foi detectada a formagio de IFN-y nas culturas de esplenocitos derivados dos animais
imunizados apenas com rBCG-pNL71CRD. Sob o estimulo de FHA houve um aumento
significativo na produgdo de IFN-y nas células derivadas dos camundongos imunizados
com rBCG-pNL71S1CRD ou com a combinagio rBCG-pNL71S1+rBCG-pNL71CRD,
quando comparadas com as mesmas amostras sob o estimulo de dPT. Outro dado

interessante foi que células derivadas de animais imunizados com rBCG-pNL71CRD, ndo

responderam ao estimulo com FHA e a produgdo de IFN-y somente ocorreu quando o
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fragmento CRD estava em combinagdo ou em fusdo com S1PT. Talvez a presenga de S1PT
seja importante para modular uma resposta celular contra FHA.

4.13 Dosagem de IFN-y no soro dos animais imunizados com rBCG expressando os
antigenos de B.pertussis

Foi realizada também a dosagem de IFN-y no soro dos mesmos animais utilizados
no ensaio de resposta celular do item 4.12. Estes animais foram sangrados um dia antes da
coleta dos bagos. A quantificagdo de IFN-y no soro dos animais imunizados com rBCG néo
representa uma resposta tdo especifica quanto aquela feita no sobrenadante de cultura de
esplendcitos isolados destes mesmos animais. Neste ultimo, os animais sdo imunizados
previamente ¢ as células dos bagos destes animais sofrem um estimulo especifico. Por outro
lado, a produgdo de IFN-y presente no soro destes animais imunizados, seria devida ao o
estimulo produzido apenas pela administragdo da vacina, sem nenhum estimulo posterior.
Todavia, os dois métodos se complementam e a observagdo de semelhangas no padrio da
resposta celular nos dois casos € uma forte indicagdo da legitimidade dos resultados.

A concentragdo de IFN-y no soro dos animais imunizados com as diferentes
concentragdes de rBCG-pNL71S1 mostrou que a dose de 1x10° UFC/animal produziu o
maior nivel de IFN-y (Figura 14). Este dado confirmou os resultados obtidos no ensaio de
resposta celular especifica e mais uma vez indicou ser esta a melhor dose para se atingir
uma imuniza¢gdo mais efetiva. Novamente verificou-se que rBCG-pNL71CRD

isoladamente ndo induziu a formagdo de IFN-y.
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Figura 14. Detecgio de IFN-y no soro de camundongos imunizados com rBCG.
Animais foram imunizados com amostras de rBCG em diferentes concentragdes ou
combinag¢des indicadas no grafico e 14 dias ap6s a imunizagdo o soro desses animais foi
coletado € as quantidades de citocina determinada de acordo com Materiais € Métodos. As
barras de erro indicam o desvio padrdo. 71CRD, rBCG-pNL71CRD; 7151, tBCG-
pNL71S1 ¢ 71S1CRD, rBCG-pNL71S1CRD.

Foi observado um aumento na concentragio de IFN-y no soro dos animais
imunizados com rBCG-pNL71S1CRD, mas ndo com a combinagdo de rBCGpNL71S1 e
rBCG-pNL71CRD. Embora no ensaio com estimulo de dPT, rBCG-pNL71S1CRD néo
tenha elevado a formagdo de IFN-y (Figura 13.A), esta mesma, sob o estimulo com FHA

elevou e isto provavelmente se refletiu nos niveis de INF-y no soro. Os camundongos
imunizados com a combinagdo rBCG-pNL71S1 e rBCG-pLN71CRD nfo revelaram
aumentos significativos dos niveis IFN-y no soro.
4.14 Protecio induzida pela vacina rBCG-pNL71CRD

Animais Balb/c machos imunizados com rBCG-pLN71CRD foram submetidos a
um desafio IC com uma cepa virulenta de B. pertussis, 6 meses apds serem imunizados, e

mostraram um tempo de sobrevida maior que os controles, indicando uma possivel
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prote¢do nestes animais contra B. pertussis. Para se confirmar o resultado de protegio,
camundongos Swiss machos imunizados com rBCG-pNL71CRD e os respectivos controles
positivos e negativos receberam uma MDL de B. pertussis virtulenta e a sobrevida
acompanhada por 12 dias. Neste experimento inicial a vacina mostrou-se também eficaz
(Tabela IV), comparavel a vacina convencional DPT.

Tabela IV - Desafio Intracerebral com B. pertussis em camundongos imunizados com
rBCG-pNL71CRD*

Grupos Dia da morte apds o desafio
Salina 7,8,8,8,>13

BCG 6,8,10,>13,>13
rBCG-pNL71CRD >13,>13,>13,>13,>13
DPT >13,>13,>13,>13,>13

* Grupos de cinco camundongos machos Swiss, foram imunizados com de BCG ou rBCG-
CRD (10° UFC/0,5 mL) ou os controles Salina e DTP e 15 dias ap6s a imunizagio foram
desafiados IC com 1 MDL de uma cepa patogénica de B. pertussis. A sobrevida dos
animais foi acompanhada ao longo de 12 dias.
4.15 Curva de crescimento das preparagdes vacinais

Apds varios ensaios que confirmaram os resultados de prote¢do da vacina rBCG-
S1PT contra um desafio IC com uma cepa virulenta de B. pertussis, novas preparagdes
vacinais foram feitas para ensaios futuros. Estas preparagbes foram feitas a partir da vacina
estoque, portanto, fez-se necessario descongelar uma preparagdo vacinal armazenada e
passa-la para um meio de cultura novo, sendo posteriormente armazenada como vacina da
mesma forma que as primeiras. Todavia, os resultados obtidos em alguns ensaios de desafio
IC feitos com estes lotes vacinais indicaram uma redug¢fio na eficicia da imunizagio ou
protecdo destas preparagdes, embora a viabilidade destas preparagdes quando avaliada pelo

numero de UFC e pela expressdo dos antigenos conservarem-se inalteradas. Diante disso,

procurou-se analisar um outro parametro que pudesse distinguir ou apontar alterages entre
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as diversas preparagdes. Foi feito entdo curvas de crescimento de diversas preparagdes
vacinais em meio liquido e observado sua velocidade de crescimento (Figura 15). Apenas
as vacinas sem passagens em meio liquido e/ou descongelamento (BCG nativo ou rBCG)
apresentaram curvas de crescimento rapido e uniformes entre si. As demais vacinas, que
correspondem aos lotes vacinais preparados a partir do primeiro, mas que sofreram 3
passagens, comegaram a crescer € pararam muito antes de atingirem a fase exponencial.
Este fato levantou a hipdtese de que a redugdo na eficacia das imunizagdes destas
preparagdes vacinais poderia estad associada as sucessivas passagens sofridas por tais
preparagdes em meio liquido. Estes resultados apontaram para a necessidade de se trabalhar
com preparacdes com baixo numero de passagens. Para examinar esta hipdtese, curvas de
crescimento em meio liquido dessas amostras e de amostras recém-preparadas foram feitas

usando como pardmetro a velocidade de crescimento dessas preparagdes vacinais.

Curva de Crescimento dos Lotes Vacinais de rBCG
Armazenados por diferentes Periodos de Tempo

~—#—BCG (1 més)

pLAT1(1 més)
)’l —¥—7181a (2 anos)

1 -
F
o !g : ——=7151d (1 2ano)
0

Tempo (dia)

AbS goonm

Figura 15. Curva de crescimento dos lotes vacinais de rBCG- congelados por longos
periodos de tempo. BCG e pLA71 (tBCG-pLA71) representam lotes vacinais recém
preparados e armazenados por um més, antes de serem descongelados para a curva de
crescimento (Materiais € Métodos). As demais amostras foram descongeladas apos os
periodos de tempo indicados e suas curvas de crescimento comparadas em relagdo aos lotes
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novos. 71S1a, iIBCG-pNL71S1 armazenado por 2 anos; 71S1d, rBCG-pNL71S1
armazenado por 1 ano.

Pensou-se entdo num ensaio que mimetizasse as condigdes que estariam levando a
perda da eficacia ou velocidade de crescimento dessas preparagdes vacinais. Este ensaio
consistiu em: (i) descongelar um lote vacinal recém-preparado, ou seja, feito a partir de
uma colonia retirada da placa, expandida em meio liquido e armazenado a -70 °C; (ii)
expandi-lo novamente em meio liquido e (iii) novamente armazena-lo a — 70 °C, para em
seguida comecar um novo ciclo, a partir desta vacina previamente congelada. Esse ciclo foi
repetido trés vezes, possibilitando assim se obter amostras de lotes vacinais com 3
passagens em meio liquido (Figura 16.A-C). Os resultados com as duas primeiras
passagens ndo revelaram diferengas significativas no padrdo das curvas de crescimento das
diferentes amostras (Figura 16.A-B), apenas na 3® passagem (Figura 16.C) pdde-se
observar alguma alteragdo, porém muito diferente dos lotes antigos (Figura 15).

Todavia, deve-se ressaltar que os lotes vacinais antigos (Figura 15) e apresentados
com perda de sua eficicia imunizadora ou velocidade de crescimento, se encontravam
armazenadas a —70 °C por periodos de tempo que variavam entre 1 a 2 anos, contrastando
enormemente com as amostras apresentadas na Figura 16 (A-C), que ndo levaram mais que
uma semana para serem descongeladas e se iniciar um novo ciclo. Logo, é possivel que o
tempo de armazenamento também tenha seu papel na redugdo da velocidade de crescimento

das preparagdes vacinais.
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Figura 16. Curva de Crescimento des lotes vacinais de BCG ou rBCG com baixo
nimero de passagens. Preparagdes vacinais foram submetidas a 3 ciclos de
descongelamento e expansdo em cultura liquida. A, 1° descongelamento; B, 2 passagens, A
recongeladas, 2 © descongelado; C, 3 passagens, preparagdes vacinais feitas a partir de B.
BCQG, vacina ndo recombinante; 7151, rBCG-pNL71S1; 71S1CRD, rBCG-pNL71S1CRD;
71CRD, rBCG-pNL71CRD.
4.16 Clonagem dos antigenos de B. pertussis nos vetores de complementacio

Para co-expressar os antigenos de Pertussis SIPT ou CRD e o gene de
complementagdo para lisina (lysA) no mesmo rBCG, estes genes foram organizados como

um operon sintético sob o controle dos promotores pBlaF*, phsp60 ou pa-Ag, originando

os plasmideos pNL71S1lysA (Figura 17), pJHN137CRD e pJHN152CRD (Figura 18). A
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tradugdo do gene lysA nos Operons sintéticos foi otimizada através da clonagem de uma
seqiiéncia consenso Shine-Dalgarno (RBS) anterior ao cdédon de iniciacdo ATG deste gene.
Estas construgdes foram entfo introduzidas nas cepas auxotroficas para lisina, Smg-270 ou
rBCG-P-1604, ¢ as colonias transformadas foram selecionadas quanto a capacidade de

crescerem em meio ndo suplementado com lisina.

ori-(Myco)

PNL71S1LysA

10442 pb
( Ph) ori{E. Coli)

lysA

ssBlam

Figura 17. Representacgio esquematica do vetor de complementac¢io pNL71S1LysA
contendo o gene S1-PT. Este vetor contem as origens de replicagfo, ori-(E. coli) e ori-
(myco) e o gene de resisténcia a kanamicina, Km. pNL71S1lysA ¢ derivado de pNL71S1,
onde o gene lysA mais a seqiiéncia de ligagdo a ribossomo (RBS) foi excisado de pJH137 ¢
clonado naquele vetor sob a forma de um Operon sintético
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ori-(Myco) ori{(Myco)

pJHN152CRD
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Nde | Nde |

Figura 18. Representacio esquematica dos vetores de complementacio pJHN137CRD
e pJHN152CRD. Os vetores pJHN137CRD e pJHN152 possuem as origens de replicagdo,
ori-(E. coli) e ori(myco) e o gene de resisténcia a kanamicina, Km. Estes vetores sdo
derivados de pJH137 ¢ pJH152, onde o antigeno original destes vetores mais a seqii€ncia
sinal foram substituidos pela seqiiéncia CRD.

O plasmideo pMPN3S1 possui o gene lysA sob o controle de um promotor préprio,

GroEL (Figura 19).

ori-(Myco)

lysA pMPN3S1PT

809 pb)
(7809 pEY ori-(E. Coli}

GroEL

ssBlam

Figura 19. Representacio esquematica do vetor de complementagio pMPN3S1. O
vetor pPPMPN3S1PT possui as origens de replicagdo, ori-(E. coli) e ori-(myco) e o gene de
resisténcia a kanamicina, Km. pPMPN3S1PT ¢ derivado de pMP3, onde o cassete de
expressdo de pNL71S1 foi excisado e clonado em pMP3 separado do gene lysA, que possui
promotor préprio, GroEL
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As cepas auxotroficas rSmg-270 ¢ rBCG-P-1604 foram transformadas com as
construgdes citadas anteriormente € mostraram complementagdo. O numero de colonias
obtidas nas placas contendo lisina foi 0 mesmo para as placas ndo suplementadas com
lisina. O nivel de expressdo de S1PT sob o controle do promotor pBlaF* em rBCG-P-1604
transformados com pNL71S1lysA ou pMPN3S1 foi igual aquele obtido para rBCG néo

auxotréfico transformado com pNL71S1 (Figura 20).
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Figura 20. Amostras de rBCG e rBCG-P-1604 transformados com os vetores de
complementac¢io contendo S1-PT: 1-3, rBCG transformados com os vetores pNL71S1,

pNL71CRD e pNL71S1CRD, respectivamente. 4; rBCG-P-1604 fransformado com o vetor
de complementagdo pNL71S1lysA; 5 e 6, iBCG-P-1604 transformados com o vetor de

complementagdo pMPN3 e 7, iBCG transformado com o vetor de complementagdo
pJHN137CRD. 8, representa uma amostra de rSmg transformada também com o vetor

pNL71S1. Foi usado um soro anti-PT para a analise das amostras.

As cepas auxotréficas foram transformadas com os vetores contendo CRD. Extratos

protéicos dos clones obtidos de rSmg-270 foram expandidos ¢ em meio liquido
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apresentaram expressdo do fragmento CRD com peso molecular esperado (15 kDa) sob o

controle dos promotores phsp60 e pa-Ag, usando um soro anti-FHA (Figura 21).

rSmg270(pJHN137phsp-CRD)
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Figura 21. Amostras de rSmg-270 transformados com os vetores de complementacio
contendo o fragmento CRD. rSmg transformados com o vetor pJH137CRD. Neste vetor
CRD esta sob o controle do promotor Hsp60, sem seqiiéncia sinal. Pogos 10 e 11, rSmg-
270 transformados com o vetor pJH152CRD. Neste vetor o CRD esta sob o controle do
promotor a-Ag, sem seqiiéncia sinal. Como controle negativo foram usadas as amostras
contidas nos pogos 1-7. Usou-se um soro anti-FHA para a andlise das amostras.
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5. DISCUSSAO
5.1 Expressio de SIPT em rBCG

Algumas tentativas t€ém sido feitas para se desenvolver vacinas melhores contra B.
pertussis. Desde que PT ¢ considerado o mais importante imunogeno de B. pertussis,
muitos sistemas testados sdo baseados nesta proteina, seja esta geneticamente detoxificada
ou ndo (EDWARDS, et al; 1995, NENCIONI, et al, 1991; SATO, et al, 1984). Mutantes de
B. pertussis expressando PT inativo mostraram imunogenicidade equivalente a da vacina
convencional que ¢ detoxificada quimicamente (PIZZA, et al, 1989) e PT-9K/129G
purificada mostrou propriedades comparaveis a vacina PT acelular (NENCIONI, et al,
1990). Tentativas de se expressar as cinco subunidades de PT em E. coli s6 tiveram éxito a
partir da fusdo dessas cinco subunidades a outras proteinas (NICOSIA, et al, 1987). Uma
cepa recombinante de S. fyphimurium aroA expressando as cinco subunidades de PT,
falhou em proteger camundongos contra um desafio com B. pertussis virulento,
provavelmente devido a um processamento incompleto das subunidades (DALLA, et al,
1998). Das cinco subunidades que compde a holotoxina PT, a subunidade S1 tem sido
caracterizada como o motivo mais imunogénico (DE MAGISTRIS, et al, 1989) e
imunizagdo passiva com um anticorpo monoclonal anti-S1PT protegeu camundongos
contra um desafio com B.pertussis virulento (SATO & SATO, 1990). SIPT tem sido
expressa em fusdo ou ndo em bactérias recombinantes como E. coli € B. subtilis, e a
proteina purificada mantém a atividade e suas propriedades imunogénicas (LOCHT, et al,
1987; BARBIERI, , et al, 1987; RUNEBERG, et al, 1987, OLANDER, et al, 1991). A
fusdo de S1PT, detoxificado geneticamente, ao fragmento C da toxina tetinica (FC)
aumenta a expressdo da proteina de fusdo em E. coli (BOUCHER, et al, 1994). Com as

crescentes evidéncias sobre as vantagens de vacinas recombinantes baseadas em vetores
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vivos, S1PT tem sido expressa sozinha ou em fusdo com FC em vacinas de diferentes cepas
de Salmonella, E. coli invasiva, Streptococcus gordonii ¢ BCG, induzindo uma prote¢do
por anticorpos ou resposta celular contra PT (ABOMOELAK, et al, 1999; BARRY, et al,
1996; LEE, et al, 1999). Proteinas hibridas de SIPT em fusio com regides N-terminal ou
C-terminal de FC foram expressas em elevados niveis em Salmonella, no entanto, a
configuragdo dos antigenos constituindo a fusdo mostrou-se critica, uma vez que SIPT em
fusdo com a regido amino-terminal do FC foi menos efetivo em gerar anticorpos anti-FC do
que S1PT fusionada a sua regido carboxi-terminal (BARRY, ef al, 1996). Uma construgio
similar a esta também foi obtida em rBCG (ABOMOELAK, et al, 1999). Neste trabalho foi
realizada a expressdo de S1PT em fusdo com o FC sob o controle de dois diferentes
promotores, pasp60 e o promotor do antigeno 85A mais a sua seqiiéncia sinal. Embora a
expressdo do antigeno hibrido tenha sido obtida nas duas constru¢des, somente o sistema
sob o controle do promotor phsp60 rendeu uma linhagem de rBCG capaz de induzir uma
resposta imunolégica humoral e celular especifica. Porém os anticorpos gerados foram
dirigidos especificamente contra a parte do FC demonstrando atividade neutralizante da
toxina tetdnica em um modelo de desafio in vivo, enquanto a produgéo de interleucina-2 por
esplendcitos dos animais imunizados foi estimulada pelas duas partes da molécula.

Em nosso trabalho foi construido um BCG recombinante expressando S1PT, em
fusdo com a seqiiéncia sinal de exportagdo da P-lactamase ({BCG-pNL71S1) ou com a B-
lactamase inteira (rBCG-pNL73S1), sob o controle do promotor pBlaF*. As proteinas em
fusdo sdo relativamente estaveis, mostrando poucos produtos de degradagdo em rBCG-
pNL73S1. Embora a intensidade da banda de S1PT tenha sido significativa nas diferentes

constru¢Ges, ndo foi possivel visualiza-las diretamente em SDS-PAGE, quando coradas
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com Coomassie blue, talvez porque proteinas majoritarias de BCG co-migraram com a
proteina recombinante. As duas constru¢des direcionaram a proteina de fusdo para a parede
celular, e uma pequenissima parte para o meio extracelular, indicando que a exportagio foi
iniciada, mas provavelmente bloqueada pelos densos componentes da parede celular. A
expressdo de S1PT em fusdo com FC em rBCG, citado anteriormente, mostrou que a fusdo
de S1PT com a seqiiéncia sinal de 85A ndo levou a exportagdo da proteina heterdloga, o
que foi atribuido ao longo tamanho desta. Embora outros estudos tenham mostrado que a
seqiiéncia sinal da PB-lactamase pdde exportar outras proteinas heterdlogas expressas em
BCG e que a proteina de fusdo em rBCG-pNL71S1 apresentada aqui tenha um reduzido
tamanho, a completa exportagdo nio foi atingida, indicando que o tamanho nio € o tnico
fator no transporte desta proteina através da parede celular micobacteriana.

Além do nivel de expressdo e localizagdo de um antigeno heterdlogo num vetor
vivo, um outro fator que influéncia a indugo de uma resposta imunologica efetiva neste
tipo de vacinas € a estabilidade do sistema de expressdo. Vetores integrativos sdo
conhecidos por mostrarem menor nivel de expressdo, mas uma maior estabilidade. Por
outro lado, plasmideos possibilitam um nivel de expressdo maior, pelo fato de haver até 5
copias por bactéria, porém apresentam menor estabilidade in vivo. Embora muitos sistemas
de expressdo micobacterianos compreendendo antigenos diferentes tenham sido
investigados, pouco tem sido feito para caracterizar a estabilidade destes sistemas baseados
em plasmideos. Neste trabalho, camundongos foram inoculados com rBCG-pNL71S1 € o
crescimento de rBCG coletado do bago monitorado por dois meses. Apos um més, 0
namero de colbnias resistentes a kanamicina foi de 86 % do niimero de col6nias crescidas

na auséncia de antibidticos. Em dois meses, 85 % das colénias de rBCG recuperadas do
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bago ainda eram resistentes a kanamicina, indicando que esse vetor de expressdo ¢
relativamente estavel. O nimero total de clones rBCG recuperados do bago é comparavel
aquele obtido de BCG ndo recombinante imoculado em camundongos, mostrando que o
vetor de expressdo transfectado nfo alterou a persisténcia do BCG em camundongos. O
bago dos animais remanescentes, 4 meses apOs a primeira imunizagdo, continuaram
apresentado rBCG expressando S1PT.

Camundongos Balb/c imunizados com rBCG-pNL71S1 produziram baixos niveis
de anticorpos anti-PT, ocorrendo o mesmo para a vacina DTP, quando acompanhadas por
seis meses (Figura 7). Em 15 dias de imunizagdo com rBCG-pNL71S1, camundongos
Swiss ndo apresentaram presenga de anticorpos anti-PT em seus soros (dado ndo mostrado).
Esse experimento esta de acordo com resultados prévios, sugerimdo que a resposta humoral
contra PT ndo ¢ o componente mais importante para indugdo de prote¢io (PEPPOLONI, et
al, 1991), ja que a vacina convencional DTP ¢ considerada muito eficiente. Por outro lado,
tem aumentado as evidéncias que sugerem a importincia da indugdo de uma resposta
celular contra PT para prote¢do contra B. pertussis. (PEPPOLONI, et al, 1991; MILLS, et
al, 1993; MILLS, 2001). Estudos recentes tém mostrado que rBCG expressando a proteina
de fusdo S1-FC sob o controle do promotor pAsp60 induz uma fraca, mas significante,
resposta celular contra PT, o que foi determinado pela produ¢do de IL-2, uma linfocina
antigeno-especifica (SATO, et al, 1984). Em nosso estudo, células do bago obtido de
camundongos imunizados 2 semanas antes com r1BCG-pNL71S1, mostraram um
significante aumento na produgdo de IFN-y e na resposta proliferativa sob o estimulo de PT
detoxificado. De maneira geral, os niveis de IFN-y foram mais altos do que os de IL-4,

sugerindo que houve a indugdo de uma resposta do tipo Thl dominante. Este padrdo de
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citocinas correlaciona-se positivamente com aqueles observados em infec¢des por B.
pertussis ou em pacientes convalescentes de coqueluche (PEPPOLONI, et al, 1991) nos
quais ha a inducfio de uma protegdo mais eficaz do que a vacinagéo.

Camundongos imunizados com rBCG-S1PT apresentaram alto nivel de protegdo
contra um desafio IC com B. pertussis viva, que se correlacionou com a indugdo de uma
resposta imunoldgica celular especifica contra PT (produgdo de IFN-y) e proliferagdo
(Figuras 8 e 9). Estes resultados reforgam a importancia da indugfo de imunidade celular na
protecdo contra infecgdo causada por B. pertussis. Nossos resultados também
demonstraram que o promotor pBlaF* dirigindo a expressdo de um antigeno em fusdo com
a seqiiéncia sinal da PB-lactamase pode levar a express@o em BCG e a apresentagdo
adequada de antigenos heterdlogos ao sistema imunologico. Uma vacina mais efetiva
contra B. pertussis também deveria incluir antigenos envolvidos na colonizagdo, e rBCG
expressando CRD poderia complementar com rBCG-S1PT para a indugdo de uma resposta
imunoldgica mais eficiente.

5.2 Expressido de CRD e SICRD em rBCG

Uma vez que FHA media a adesdio da bactéria nas células epiteliais da traquéia e do
pulmio, tem-se postulado que uma resposta de anticorpo efetiva contra FHA poderia evitar
a infec¢do (CAHILL, et al, 1995). Embora a presenga de FHA inteira nas vacinas
acelulares desempenhe um papel importante, varios grupos tém proposto um desenho mais
racional de FHA, buscando determinantes antigénicos nesta molécula que possam ser
usados como subcomponentes em futuras vacinas (DI TOMMASO, et al, 1991;
LEININGER, et al, 1997, WILSON, et al, 1998; PIATTI, et al, 1999; ALONSO, et al,

2002).
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Esta proteina possui diversos dominios com especificidades diferentes para os
receptores na célula do hospedeiro. Destes dominios, trés tém sido bem definidos e
mapeados em toda a extensdo da proteina: um sitio de ligagdo glicosaminoglicano N-
terminal (HANNAH, et al, 1994; MENOZZI, et al, 1994), uma seqiiéncia arginina-glicina-
aspartato (RGD) (RELMAN, et al, 1990) ¢ o dominio de reconhecimento a carboidratos
(CRD) (PRASAD, et al, 1993). Este ultimo tem sido estudado pelo grupo da Dra.
Tuomanem como um possivel subcomponente de uma vacina acelular, uma vez que
anticorpos feitos contra essa regido poderiam evitar a colonizagdo da bactéria no trato
respiratorio (LIU, 1997). Portanto, decidimos usar o CRD como fragmento antigénico com
potencial para inibir a colonizagdo por B. pertussis.

Foram construidos diversos vetores de expressdo contendo o fragmento CRD ou a
fusdo SICRD. No entanto, os genes de CRD foram amplificados sem um coédon de
terminagdo, devido a um erro no desenho dos oligonucleotideos, o que produziu uma
proteina com uma fusdo com 400 pb da regido C-Terminal do gene lacZ que codifica para a
B-galactosidase. Além disto, devido a um atraso no seqiienciamento, esta mutagdo foi
detectada somente quando o trabalho estava bastante adiantado.

Nio foi possivel observar a expressdo de CRD ou a fusdo SICRD em extrato de
rBCG transformados com estes vetores, usando anticorpo anti-FHA ou monoclonal anti-
CRD. No entanto, foi possivel observar uma banda de peso molecular pouco maior que
S1PT, em extratos de rBCG-pNL71S1CRD revelados com anticorpos anti-PT, indicando

que a banda observada seria de S1PT carregando uma pequena porg¢do da fusido.
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Estes resultados indicaram que a proteina de fusdo € expressa, mas ndo ¢é estavel.
Além da possibilidade da fusdo S1-CRD nio ser estavel, outra possivel explicagio seria que
a fusfo com o fragmento da [-galactosidase poderia estar desestabilizando a molécula.

No entanto, camundongos imunizados com estas constru¢des (rBCG-pNL71CRD
ou rBCG-pNL71S1CRD), apresentaram formagdo de anticorpos anti-FHA de forma dose
dependente. Estes resultados sugerem que embora as proteinas recombinantes expressas
ndo sejam estaveis o suficiente para serem detectadas por Western blot, elas sdo produzidas
e estaveis o suficiente para induzir uma resposta imunologica in vivo.

Visando obter a expressio de CRD em BCG através de um sistema que ndo
contivesse genes de resisténcia a antibidticos, foram utilizadas cepas de BCG e M.
smegmatis auxotréficas para lisina pela deleigdo do gene lysA, as quais seriam
complementadas com vetores de expressdo contendo cassetes dos antigenos e de lysA.
Foram construidos os vetores de expressio pJH137CRD e pJH152CRD, nos quais os
promotores phsp60 e pa-Ag, respectivamente, dirigem a expressio de CRD e lysA, desta
vez contendo a seqiiéncia do CRD com cédon de terminagfo correto. A cepa auxotrofica
rSmg-270 foi transformada com ambas as construgdes e os extratos totais apresentaram
uma banda de tamanho esperado (15 kDa) usando um soro anti-FHA. Estes resultados
demonstram que possivelmente foi a fusdo com o fragmento da B-galactosidase que esteve
desestabilizou o CRD nas construgdes.

Os resultados aqui apresentados sobre a resposta humoral mnduzida por tBCG-CRD
revelaram a formag¢do de anticorpos especificos contra a proteina FHA. A presenga de
anticorpos anti-FHA no soro dos animais vacinados com rBCG-CRD poderia explicar os

resultados preliminares de prote¢do verificado no ensaio de desafio IC. Por outro lado,
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SATO & SATO (1999) mostraram que a proteina FHA e anticorpos anti-FHA sozinhos nio
protegem camundongos contra um desafio intracerebral. No entanto, anti-FHA poderia
proteger camundongos contra um desafio intranasal numa extensdo em torno de 60%. Neste
mesmo trabalho eles revelam que a combinagdo de dPT e FHA ou anticorpos anti-PT ¢
anti-FHA ddo protegdo completa nos dois sistemas de desafio, enquanto que dPT e
anticorpo anti-PT sozinho ¢ menos eficiente. O fato de rBCG-CRD ter mostrado,
preliminarmente, resultados de protegdo e, portanto, contrarios aos encontrados por SATO
& SATO (1999) para a proteina FHA poderia ser atribuido ao sistema de apresentagio
diferente.

Embora se acredite que, a participagdo de FHA seja efetivamente humoral, os
resultados de resposta celular com CRD revelaram dados interessantes. Parece que a
presenca unica de CRD ndo induz a resposta celular, quando os esplendcitos sdo
estimulados com FHA, o que seria esperado. No entanto, esplendcitos de camundongos
imunizados com preparagdes vacinais contendo CRD na presenga de S1PT, seja na forma
combinada das preparagdes rBCG-pNL71S1 + rBCG-pNL71CRD ou em fusdo rBCG-
pNL71S1CRD, apresentam produgio de IFN-y quando estimulados com FHA, indicando
que talvez S1PT seja importante para modular uma resposta celular contra FHA.

5.3 Avaliacdo da velocidade de crescimento das preparacdes vacinais

Com o objetivo principal de determinar um pardmetro para se avaliar preparag¢des
vacinais de BCG ou rBCG quanto a sua velocidade de crescimento apoés terem sido
armazenadas a -70 °C, ensaios de curva de crescimento foram realizados na expectativa de
que este tipo de ensaio pudesse servir como controle das preparagdes vacinais. A curva de

crescimento das preparagdes vacinais armazenadas por longos periodos de tempo ¢ que
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haviam sofrido descongelamentos e passagens em meio liquido, apresentaram nitidamente
perda em sua velocidade de crescimento em meio liquido. Amostras de 3" passagens foram
obtidas a partir dos primeiros lotes vacinais que haviam sido testados como vacinas e
revelaram um alto indice de prote¢do contra um desafio IC com B pertussis virulenta.
Infelizmente ndo havia mais lotes vacinais estoques vindos do primeiro congelamento para
se fazer uma andlise comparativa. Os ensaios com novas prepara¢des de tBCG indicaram
que apos 3 passagens em meio liquido, em que as preparagdes foram congeladas e
descongeladas, algumas cepas comegaram a sofrer redugdo em sua velocidade de
crescimento em meio liquido. Todavia, deve ser ressaltado que o periodo de congelamento
destas preparagdes foi de uma semana, contrariando a observagéo feita para as preparagdes
antigas, em que este periodo variou de 1 a 2 anos. A investigagdo do efeito do tempo de
congelamento e os ensaios de prote¢do com estas preparagdes vacinais novas ainda estdo
em andamento.
5.4 Expressio dos antigenos de B. pertussis em cepa de BCG auxotrofico

Com o objetivo de expressar os genes SIPT ou CRD por meio de um sistema que
ndo empregasse genes de resisténcia a antibiodticos, cepas de BCG e Smg auxotréficas para
lisina foram transformadas com diversos vetores de complementagéo e expressdo contendo
estes genes sob o controle de diferentes promotores. As amostras de BCG transformadas
com os vetores contendo S1PT apresentaram complementacdo e expressdo somente quando
se utilizou o cassete de expressio do vetor original pNL71S1, onde o gene lysA
permaneceu na forma de um Operon sintético, sob o controle do mesmo promotor pBlaF*
(rBCG-pNL71S1lysA), ou sob o controle de um promotor proprio em rBCG-pMPN3S1PT.
O nivel de expressdo ndo se mostrou diferente entre as cepas contendo o mesmo cassete de

expressdo, mesmo quando este estava presente em vetores diferentes, mostrando a
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estabilidade e eficiéncia deste promotor para este antigeno. Estas amostras estdo sendo
testadas no momento, adotando o mesmo protocolo usado nos ensaios de rBCG-pNL71S1,
através do qual estas serdo comparadas quanto a resposta imunolégica e nivel de protegéo.
Todavia, os extratos de rBCG-1604 ou rSmg-270 transformados com os vetores pJH137 e
pJH152 contendo S1PT, sob o controle dos promotores phsp60 ou pa-Ag ndo apresentaram
expressdo de S1PT. Por outro lado, foram obtidos dados interessantes com o gene CRD sob
o controle destes promotores. Extratos de rSmg-270 transformados com estes vetores
(rSmg-pJHN137CRD e rSmg-pJHI152CRD) apresentaram expressdo do mesmo com 0 peso
molecular esperado. Estes resultados contrastam com os obtidos para as construgdes
anteriores, IBCG-pLN71CRD ¢ rBCG-pNL71S1CRD, onde ndo foi detectada expressio
empregando-se Western blot. Foi mencionado também que houve um erro no cédon de
terminagdo destas construgdes ¢ que isso estaria influenciando de alguma forma a detecgio
deste fragmento no Western blot, uma vez que havia anticorpo anti-FHA no soro dos
animais imunizados com estas amostras. Agora que foi possivel mostrar que este fragmento
pode ser expresso em rSmg através de Western blot serd mais facil avaliarmos se de fato
CRD também estd sendo expresso nestas construgdes. As construgdes pJHN137CRD e
pJH152CRD serdo eletroporadas em rBCG-1604, onde se espera obter resultados de
expressdo semelhantes aos de rSmg-270 e em seguida usadas em ensaios de imunizagao.
Assim sera possivel comparar o padrdo de resposta humoral contra FHA nos animais
imunizados com rBCG-pJH137CRD e rBCG-pJH152CRD com os animais imunizados

com 1BCG-pNL71CRD e pNL71S1CRD.
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6. Conclusiao

Os resultados mostram que foi possivel expressar S1PT em BCG recombinante, sob
o controle do promotor pBlaF* e que S1PT estd localizada provavelmente na parede
celular. O vetor de expressdo pNL71S1 é relativamente estavel in vivo. A preparagdo
vacinal de rBCG-pNL71S1 induz uma resposta celular em 15 dias e uma resposta humoral
mais tardia. A produgdo de IFN-y em niveis superiores aos de IL-4 por esplendcitos de
animais imunizados com esta preparagdo, assim como um aumento de proliferagdo, sob
estimulo com  dPT, (caracteriza uma resposta celular antigeno—especifica
predominantemente do tipo Thl. tBCG-pNL71S1 induz um elevado nivel de protegio
contra um desafio intracerebral com uma cepa virulenta de B. pertussis, o qual correlaciona
positivamente com a indu¢do de uma resposta celular PT-especifica, apoiando a
importancia da imunidade celular na prote¢do contra a infecgfo por B. pertussis.

rBCG-CRD induz a formagdo de anticorpo anti-FHA e a produgdo de IFN-y, sob
estimulo de FHA, quando na presenga de S1PT. Ensaios de protegdo estdo em andamento
usando as diferentes combinagdes de rBCG-S1PT, rBCG-CRD e rBCG-S1CRD.

E possivel expressar SIPT e CRD em cepa de BCG auxotréfico, utilizando um meio
seguro de selegdo, representando assim um passo importante para a utilizagdo desta vacina
em humanos. Nossos resultados apontam ainda para a possibilidade de se usar o BCG
expressando antigenos de B. pertussis como vacina bivalente contra tuberculose e pertussis

(rBCG-Pertussis), com a vantagem desta poder ser administrada em dose tinica.
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