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Resumo

De Amicis KM. Analise “in vitro” da capacidade de cobertura da vacina em
desenvolvimento contra Streptococcus pyogenes [Dissertacdo]. Sdo Paulo: Universidade
de S&o Paulo, Faculdade de Medicina; 2013. 77p.

O Streptococcus pyogenes (Grupo A de Lancefield) € uma bactéria Gram positiva e
beta-hemolitica, responsével por infecces, tais como Faringite, Sepse, Fasciite
Necrotizante e Sindrome do Choque Toéxico Estreptococico. Individuos suscetiveis
podem desenvolver sequela ndo supurativa auto-imune pos-estreptocécica, como a
Febre Reumatica, Doenca Reumatica Cardiaca e a Glomerulonefrite Aguda. A proteina
M é o principal antigeno bacteriano. Consiste em aproximadamente 450 residuos de
aminoéacidos dispostos em quatro regides (A, B, C e D), contendo alguns blocos de
repeticGes. As regibes C e D sdo conservadas e a N-terminal (regides A e B) é
polimorfica. Atualmente, existem mais de 250 gendtipos de emm conhecidos em todo o
mundo, de acordo com o Centers for Disease Control and Prevention. Ha vérios anos, o
desenvolvimento de uma vacina contra S. pyogenes (StreptInCor - identificacdo médica)
foi iniciado, com base na regido conservada da proteina M, com o objetivo de proteger o
individuo vacinado contra infeccBes estreptocOcicas, sem causar reacGes autoimunes.
No presente estudo foi analisada a capacidade “in vitro” de anticorpos anti-StreptinCor
neutralizarem/opsonizarem as cepas de S. pyogenes mais freglientes em Sao Paulo,
através da andlise do reconhecimento das cepas por soros de camundongos imunizados
com StreptinCor. Também foi avaliada por Western blotting a presenca de anticorpos de
reacdo cruzada dirigidos ao tecido cardiaco valvular humano. Anticorpos anti-
StreptInCor foram capazes de neutralizar/opsonizar, pelo menos, cinco diferentes cepas
mostrando que a imunizacdo com StreptInCor pode ser eficaz contra vérias cepas de S.
pyogenes, assim como prevenir a infeccdo e sequelas subsequentes, sem causar reacoes
auto-imunes.

Descritores: 1.Streptococcus pyogenes  2.Vacinas de subunidades  3.Vacinas
estreptococicas  4.Febre reumatica 5.Cobertura vacinal 6.Anticorpos/Imunologia
1.“invitro”
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Summary

De Amicis KM. “in vitro” analysis of the coverage capacity of the vaccine under
development against most frequent strains of Streptococcus pyogenes [Dissertation].
Sdo Paulo: “Universidade de S&o Paulo, Faculdade de Medicina”; 2013. 77p.

Streptococcus pyogenes (Group A) is a Gram positive and beta-hemolytic bacteria,
responsible for infections such as Pharyngitis, Sepsis, Necrotizing Fasciitis and
Streptococcal Toxic Shock Syndrome. Susceptible individuals may develop post-
streptococcal non-suppurative autoimmune sequelae such as Rheumatic Fever,
Rheumatic Heart Disease and Acute Glomerulonephritis. The M protein is the major
bacterial antigen. It consists of approximately 450 amino acid residues arranged in four
regions (A, B, C and D), containing some repeated blocks. C and D regions are
conserved and the N-terminus (regions A and B) is polymorphic. Currently there are
over 250 known emm genotypes worldwide, according to the Centers for Disease
Control and Prevention. Several years ago the development of a vaccine against S.
pyogenes (StreptinCor - medical identification) was initiated, based on the M protein
conserved region, aiming to protect against streptococcal infections without causing
autoimmune reactions. In the present study we analyzed the “in vitro” ability of anti-
StreptIinCor antibodies to neutralize/opsonize the most frequent S. pyogenes strains in
Sao Paulo by examining the strains recognition by sera from StreptinCor immunized
mice. We also evaluated the presence of cross reactive antibodies directed to the human
heart valve tissue by Western blotting. Anti-StreptinCor antibodies were able to
neutralize/opsonize at least 5 strains, showing that the immunization with StreptinCor
can be effective against several S. pyogenes strains as well as preventing infection and
subsequent sequelae, without causing autoimmune reactions.

Descriptors: 1.Streptococcus pyogenes 2.Vaccine, subunit 3.Streptococcal vaccine
4.Rheumatic fever 5.Immunization coverage 6.Antibodies/immunology 7.”in vitro”



Introdugo 1

1 INTRODUCAO

1.1 Streptococcus pyogenes

O Streptococcus pyogenes € um patogeno estritamente humano. Foi primeiramente
caracterizado por Rebecca Lancefield como Estreptococo Beta-hemolitico do Grupo A
ou GAS (GAS, do inglés Group A Streptococcus) em funcdo do carboidrato C,
um polimero de N-acetil-B-D-glicosamina e ramnose presente na parede da bactéria
(Lancefield, 1933).

O S. pyogenes € uma bactéria extracelular, em forma de cocos agrupados em
cadeia. Possui caracteristica Gram positiva quando corada pelo método de Gram e
capacidade B-hemolitica quando cultivado em agar sangue. As colbnias podem ser

altamente mucdides ou secas e catalase negativas (Trabulsi et al, 1999).

1.2 Resposta Imunologica contra bactérias extracelulares

O sistema imunoldgico inato é a primeira linha de defesa do hospedeiro contra
microorganismos € 0s principais mecanismos contra bactérias extracelulares séo a ativagéo

do Sistema Complemento, a fagocitose e a resposta inflamatdria (Abbas et al, 2011).



Introducéo 2

O Sistema Complemento é formado por diversas proteinas plasmaticas que sao
ativadas em sequéncia por clivagem proteolitica. Como consequéncia desta ativacdo, ha
0 aumento da opsonizacdo e fagocitose das bactérias, e a liberacdo de subprodutos da
ativacdo que estimulam as respostas inflamatorias por recrutamento e ativacdo de
leucdcitos (Ricklin et al, 2010).

Através da fagocitose realizada pelas Células Apresentadoras de Antigenos (APC),
ha o processamento dos antigenos bacterianos e a apresentacdo dos peptideos antigénicos
pelas moléculas HLA de classe 1l as células do sistema imunoldgico adaptativo, linfocitos T
e B, que possuem receptores especificos em sua superficie capazes de reconhecer o
antigeno e organizar a resposta imunolégica especifica, guardando memdria imunoldgica.
Além disso, anticorpos podem reconhecer diretamente os peptideos bacterianos liberados
durante a infeccdo, ativando a resposta de células B. Por isso, a principal resposta
imunoldgica adquirida contra bactérias extracelulares consiste entdo na producdo de
anticorpos especificos que neutralizam e opsonizam a bactéria para a fagocitose e ativam o

Sistema Complemento (Abbas et al, 2011).

1.2.1 Evasdo & fagocitose, colonizacdo e interacdo com o sistema imunolégico

hospedeiro

O S. pyogenes encontra uma variedade de forgas biologicas, mecénicas e
quimicas que devem ser vencidas para que possa se aderir e colonizar o epitélio do
hospedeiro. O epitélio secreta lipideos que inibem o crescimento dos estreptococos e

serve como uma excelente barreira mecanica para infecgdes (Bibel et al, 1989).
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O S. pyogenes possui capsula constituida de um homopolimero de acido
hialurénico, idéntico ao constituinte mais abundante da matriz extracelular das células
humanas. Este mimetismo permite a camuflagem da bactéria e faz com que nédo seja
reconhecida como um antigeno patogénico (Kwinn & Nizet, 2007).

O estreptococo também deve se replicar a um indice que exceda o indice de
descamacdo das células hospedeiras. Além disso, 0s estreptococos enfrentam
competicdo com outras bactérias do mesmo nicho biologico e algumas dessas bactérias
podem secretar bacteriocinas efetivas (Courtney et al, 2002).

Apos ultrapassar os obstaculos, o S. pyogenes ira utilizar componentes especificos
da sua superficie (adesinas) para mediar a adesdo com estruturas da superficie das
células hospedeiras (receptores). Véarias moléculas do S. pyogenes sdo caracterizadas
como adesinas, entre elas a proteina M, o acido lipoteicdico, a proteina ligadora de
fibronectina, a proteina ligadora de vitronectina, a proteina ligadora de colageno, o fator
de opacidade do soro e a capsula de é&cido hialurdnico (Courtney et al, 2002).
Muitas proteinas da célula hospedeira tém sido descritas como receptores ou ligadores
que permitem a aderéncia do GAS as células hospedeiras. Entre elas estdo a
fibronectina, o colageno, a vitronectina e o CD 46 (do inglés “Membrane cofactor
protein”’) (Beachey & Courtney, 1987).

A fixacdo do GAS as células da orofaringe ou da pele € o passo inicial mais
importante na colonizagdo do hospedeiro. Sem fortes mecanismos de aderéncia o
estreptococo poderia ndo aderir aos tecidos e ser removido pelo muco, pelo fluxo de
saliva ou pelos mecanismos de esfoliacdo epitelial. A adesdo especifica permite a
competicdo entre a microbiota humana e 0 GAS por sitios no tecido onde a microbiota

vive (Cunningham, 2000).
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Ja foi demonstrado que o S. pyogenes é capaz de invadir as células epiteliais
humanas com uma freqiiéncia maior ou igual do que a Listeria sp., uma bactéria
classicamente intracelular (LaPenta et al, 1994).

Além disso, 0 S. pyogenes produz e secreta fatores de viruléncia que estdo
envolvidos na patogénese do Chogue Toxico Estreptocdcico e na Fasciite Necrotizante.
Estes fatores de viruléncia sdo exotoxinas pirogénicas extracelulares, como a speA, a
speC e superantigenos como a exotoxina F (fator mitogénico) e o superantigeno
estreptococico (ssa) (Mollick et al, 1993; Reda et al, 1994). Muitos outros
superantigenos com forte atividade mitogénica tém sido reportados, como o speG, speH,
speJ, smeZ (Mollick et al, 1992).

Todas estas exotoxinas agem como superantigenos, interagindo com as
moléculas do Complexo Principal de Histocompatibilidade (MHC do inglés “Major
Histocompatibility Complex™) de classe II e um nimero limitado das regides VB dos
receptores de linfécitos T. Assim, podem ativar inespecificamente um nimero massivo
de células T. Esta ativacdo libera uma grande quantidade de interleucinas e citocinas
inflamatorias como 0 TNF-a e o IFN-y (Norrby-Teglund et al, 2002).

A exotoxina pirogénica B (speB) é uma cisteina protease extracelular clivadora
de proteinas da matriz extracelular como a fibronectina e a vitronectina (Kapur et al,
1993b) e também é capaz de clivar IL-1p (Kapur et al, 1993a), uma importante
mediadora da resposta inflamatoria. Além disso, a speB é capaz de clivar o C3b, que €
um fator regulador da atividade do sistema complemento, ativando diretamente a via
classica e contribuindo para a evasdo & resposta imune inata (Terao et al, 2008).

O Fator de Opacidade do Soro (SOF) é uma proteina produzida por

aproximadamente 50% das cepas de S. pyogenes, ligada a superficie ou secretada. A
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regido amino-terminal liga apolipoproteinas presentes no soro, levando a opacificacdo,
enquanto a regido carboxi-terminal funciona como adesina via ligagdo com a
fibronectina. esta opacificacdo dificulta a movimentacdo das células de defesa para a
regido infectada (Gillen et al, 2008).

A opsonizacdo de microorganismos extracelulares ocorre também atraves da
ativacdo das vias classica e alternativa do Sistema Complemento, por deposicdo de C3b
ou do seu fragmento de clivagem iC3b na superficie do microorganismo. Receptores para
as proteinas do Sistema Complemento (CR) nos neutréfilos e macrofagos ligam o C3b
(CR1) ou iC3b (CR3 e CR4) para facilitar a fagocitose. Visto que o Sistema
Complemento ¢ capaz de amplificar eficientemente suas préprias funcdes, provavelmente
ocorreria um dano nas células hospedeiras se ndo houvessem proteinas regulatérias de sua
acdo como o C4BP e o Fator H (FH), que inibem a atividade das vias classica e
alternativa, respectivamente (Ricklin et al, 2010). O GAS possui a capacidade de ligar
C4BP e FH em seus sitios especificos na regido hipervariavel da proteina M, descrita por
Rebecca Lancefield em 1962 como um dos principais antigenos da bactéria, interferindo
na opsonofagocitose (Berggard et al, 2001; Morfeldt et al, 2001; Thern et al, 1995).

As proteinas do Sistema Complemento desempenham um papel fundamental na
resposta imunoldgica inata contra as bactérias. Essas proteinas cobrem a bacteria, agindo
como opsoninas para facilitar a fagocitose e geram substancias que atraem fagocitos para o
sitio de infeccdo. Ao longo da evolugdo, o S. pyogenes desenvolveu estratégias para escapar
da resposta do Sistema Complemento, produzindo inibidores e ligando a sua parede 0s
reguladores negativos deste sistema, como o C3b e Fator H (Laarman et al, 2010).

O S. pyogenes desenvolveu mecanismos para interferir com duas das mais

potentes moléculas promotoras do recrutamento de neutrofilos, a interleucina oito
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(CXCLS8) e Cha, uma anafilatoxina derivada da clivagem de C5 (Kwinn & Nizet, 2007).
A IL-8 é uma proteina multifuncional envolvida na migracdo de neutrofilos da corrente
sanguinea para o local de infeccdo. Além disso, a IL-8 é encontrada na superficie
luminal dos microvasos e serve como um sinal de parada para o rolamento dos
neutrofilos (Middleton et al, 1997).

O estreptococo do grupo A produz uma potente serino protease denominada
ScpC ou SpyCEP, que é expressa em sua superficie e cliva especificamente a regido C-
terminal da IL-8, levando a inativacdo funcional da quimiocina (Edwards et al, 2005;
Zingaretti et al, 2010). Em modelos murinos, a SpyCEP também cliva quimiocinas,
como a MIP-2, e no modelo de Fasciite Necrotizante a perda de expressdo de SpyCEP
pelo GAS reduz dramaticamente sua viruléncia, refletindo em um influxo de neutrdéfilos
para o local da infeccdo (Hidalgo-Grass et al, 2006).

Outra forma efetiva de opsonizacdo é aguela mediada pelos anticorpos gerados
contra antigenos bacterianos especificos. Estes promovem a fagocitose por APCs que
expressam receptores de superficie para a regido Fc das imunoglobulinas além de
mediar a ativacdo da Via Classica do Sistema Complemento.

O GAS escapa das defesas inatas do hospedeiro por varios mecanismos,
incluindo mimetismo molecular, diversidade antigénica, e proteinas especificas que
degradam imunoglobulinas, criando um cenario ndo propicio a opsonizagdo e
interferindo com o reconhecimento do GAS opsonizado por receptores de FC nos
fagécitos (Kwinn & Nizet, 2007). Além disso, interfere na funcdo efetora das
imunoglobulinas através da ligagdo da regido Fc em sua superficie, ou seja, em uma
orientacdo que ndo permite a opsonizacdo e inativa os efeitos das imunoglobulinas
(Kwinn & Nizet, 2007). Muitos subtipos de proteina M tém a capacidade de se ligar a

regides Fc de 1gG ou IgA (Carlsson et al, 2003; Stenberg et al, 1992).
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As doencas sistémicas causadas por GAS refletem as diversas habilidades da
bactéria de escapar da erradicacdo por defesas fagociticas do sistema imunolégico inato

(Kwinn & Nizet, 2007).

1.3  Composicao antigénica e classificacio das cepas de S.pyogenes

1.3.1 Proteina M

A proteina M é descrita como um dos principais antigenos da bactéria
(LANCEFIELD, 1962). Apresenta-se como um conjunto de fibrilas que se extendem
por 60 nm na superficie da bactéria, dispostas em duas cadeias polipeptidicas em
alfa-hélice dupla, coiled-coil. E constituida por aproximadamente 450 residuos de
aminoacidos agrupados em blocos de repeti¢Ges, distribuidos em quatro regides
(A, B, C e D). A porcdo N-terminal (regides A e B) é a mais polimérfica e as
diferencas nos primeiros 150 residuos de aminoacidos da regido A permitem
classificar os diferentes sorotipos de S. pyogenes (Bisno et al, 2003; Fischetti et al,
1988). Pesquisadores de diversos paises fizeram a genotipagem de cepas conforme
protocolo proposto pelo Centers for Disease Control and Prevention (CDC) para
tracar um perfil das cepas mais prevalentes. Atualmente existem mais de 250 tipos
M e mais de 450 subtipos diferentes de acordo com o CDC, dados disponiveis em
http://www.cdc.gov/ncidod/biotech/strep/strepindex.htm.

Os blocos de repeticdo na regido N-terminal ndo aparecem em mesmo numero

em todas as cepas, dando versatilidade a estas proteinas (Smeesters et al, 2010).
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Por outro lado, a porcdo C-terminal (regides C e D) é altamente conservada e é
responsavel pela fixacdo da bactéria a mucosa da orofaringe, além de apresentar
propriedade antifagocitica (Bisno et al, 2003; Fischetti et al, 1988).

Evidéncias da propriedade desta proteina de inibir a fagocitose foram constatadas
primeiramente em estudos ex vivo utilizando sangue total humano (Todd & Lancefield,
1928). Mais recentemente, estudos “in vitro” demonstraram outras funcdes para a proteina
M, incluindo adesdo as células epiteliais (Courtney et al, 2002; Okada et al, 1995),
formacdo de complexos tdxicos soluveis com fibrinogénio (Herwald et al, 2004) e
camuflagem de outros componentes da superficie bacteriana (Waldemarsson et al, 2006).

No Brasil, foram identificados 48 tipos M diferentes a partir de 128 amostras
isoladas em Brasilia, sendo as mais prevalentes a M53, M22, M49, M58, M83 e M8.
Neste mesmo estudo, foram genotipadas amostras da Bélgica, onde as cepas mais
frequentes foram: M6, M1, M12, M89, M4 e M3 (Smeesters et al, 2006).

Na Noruega foram observados 37 tipos M diferentes a partir de 292 amostras
analisadas e os tipos M mais prevalentes foram M1, M28, M3, M12 e M89 (Meisal et
al, 2010). Ja na Alemanha, em 586 amostras analisadas foram identificados 49 tipos M
diferentes e os tipos M28, M1, M82, M12, M4, M3, M 87, M89 e M6 foram 0s mais
prevalentes (Imohl et al, 2010).

Os padrdes de distribuicdo das cepas podem ser oligoclonais, com poucos tipos
M prevalentes, ou policlonais, com varios tipos M diferentes. A policlonalidade ocorre
em lugares onde ha migracdo massiva recente, decorrente do rapido desenvolvimento
das cidades. As pressdes seletivas existentes entre paises desenvolvidos e em
desenvolvimento, assim como diferencas regionais no mesmo pais favorecem a

evolucéo genética dos tipos M (Smeesters et al, 2006).
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Estudos na Coréia (Kim et al, 1996), no México (Espinosa et al, 2003) e na
Australia (Bessen et al, 2000) onde predomina a populacdo aborigene, apresentam
poucos tipos M predominantes. Ja outros paises como a India (Dey et al, 2005) e o
Nepal (Sakota et al, 2006) apresentam maior diversidade de tipos M.

As cepas M1 e M12 sdo descritas como as mais frequentes em estudos recentes
realizados em diversos paises (Steer et al, 2009c¢).

Em um estudo realizado na China com amostras de S. pyogenes isoladas de
infeccdes invasivas e ndo-invasivas, em dois periodos distintos, encontrou-se uma
frequéncia elevada de cepas M1 e M12 em ambos os periodos estudados (Ma et al,
2009). Em um estudo realizado na Roménia nos anos de 2003 e 2004, o0 mesmo foi
observado (Luca-Harari et al, 2008a). Em Barcelona, na Espanha, foi realizado um
estudo com amostras isoladas no periodo de 1999 a 2003, e a cepa M1 foi a cepa mais
freqlentemente identificada nestas amostras, seguida de M3, M4 e M12 (Rivera et al,
2006). Na Alemanha (Imohl et al, 2010) e na Dinamarca (Meisal et al, 2010) a cepa M1
também esté entre as mais freqlientes, além de M12 e M89.

A cepa M1 estd amplamente envolvida em infec¢bes invasivas e ndo-invasivas
em diversos estudos realizados nos EUA e na Europa. Nos EUA, um estudo realizado
com amostras invasivas coletadas entre 1995 a 1999 também mostrou que as cepas mais
freqiientes nestes isolados eram M1, M28, M12, M3 e M11 (O'Brien et al, 2002). Os
tipos M1, M3, M11, M12 e M28 sé&o classicamente associados a amostras invasivas
(Cunningham, 2000). Em contraste, estudos realizados na Roménia e na Noruega com
amostras ndo invasivas, mostraram uma grande incidéncia de M1 e M12 (Luca-Harari et
al, 2008b; McMillan et al, 2006). A cepa M77, também aparece entre os 10 tipos M

mais frequentes nos EUA e Canada de 2000-2005 (Shulman et al, 2006). Na Alemanha,
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em 2010, um grupo de pesquisadores observou um padrao diferente de distribuicdo de
cepas do estudo com amostras coletadas na Alemanha no periodo de 1997 a 2003
(Lintges et al, 2010), que mostrou que M77 foi a cepa mais prevalente nos isolados
oriundos de infec¢Bes ndo-invasivas.

O conceito de distingdo entre cepas que preferencialmente atacam a orofaringe e
cepas que preferencialmente atacam a pele surgiu a partir de décadas de estudos
epidemioldgicos, nos quais se tornou evidente que ha sorotipos de estreptococos do
grupo A com uma forte tendéncia de causar infec¢bes de orofaringe e igualmente,
existem outros sorotipos mais associados com o impetigo (Bessen et al, 2000). Esta
distingdo ¢ realizada através de um método molecular chamado “tipagem de padrdo
emm” (do inglés emm pattern-typing) que distingue diferentes arranjos cromossomais
(padrbes A-C, D e E) baseado na presenca e arranjo do gene emm no genoma do GAS.

As cepas relacionadas com a infeccdo de pele sdo associadas a inducdo de GNA
(Glomerulonefrite Aguda) pos-estreptocdcica. As infeccBes de pele e a nefrite sdo sasonais;

ocorrem freqiientemente no verdo e em climas temperados (Bessen et al, 2000).

1.4  Caracteristicas clinicas e epidemioldgicas das doencas causadas

por S. pyogenes

O S. pyogenes é o agente causador de vérias doencas, que vao desde infeccbes
superficiais até doencas invasivas graves e sequelas debilitantes. Entre as doencas
superficiais, as mais comuns sdo a Faringite e o Impetigo, entre as invasivas podemos

destacar a Sindrome do Choque Toxico Estreptocdcico (STSS) e a Fasciite
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Necrotizante. A Febre Reumatica (FR), a Glomerulonefrite Aguda Estreptocdcica
(GNA) e a Doenca Reumatica Cardiaca (DRC) sdo sequelas nédo-supurativas
autoimunes pos-estreptococicas, que decorrem de resposta imunoldgica tardia a
infeccdo em populacGes geneticamente predispostas (Narula et al, 1999b).

A FR afeta aproximadamente 1%-4% das criancas e jovens entre 3 e 16 anos
acometidas por faringo-amigdalite, em um periodo de 1 a 5 semanas apds a infeccéo
(Décourt & da Silva, 1972).

As manifestacdes clinicas principais da FR sdo: poliartrite migratéria, Coréia de
Sydenham, eritema marginatum, cardite e nddulos subcutaneos (Dajani et al, 1994).

Poliartrite € a primeira e a mais comum manifestacdo da FR, afetando
aproximadamente 90% dos pacientes. Ja a DRC é a sequela mais severa. Inicia-se de
4-8 semanas apos a infeccdo pelo estreptococo em 30-45% dos pacientes (Narula et
al, 1999a).

O acometimento cardiaco € caracterizado pela pancardite, entretanto sdo as
lesBes valvares as responsaveis pelo quadro clinico e pelo prognoéstico (Barbosa PJB et
al, 2009). A importancia médica da FR é devida as severas manifestacdes cardiacas da
DRC que levam a troca de valvulas ou morte (Stollerman, 1988).

De acordo com a OMS, o S. pyogenes € o responsavel por 15%-20% das
faringoamigdalites e pela quase totalidade daquelas de origem bacteriana, que
acometem preferencialmente individuos de 5 a 18 anos (Carapetis et al, 2005). Sua
incidéncia varia entre os paises e dentro do mesmo pais ocorrem variacdes entre
diferentes regibes, oscilando em funcdo da idade do individuo, das condicdes
socioeconémicas, dos fatores ambientais e da qualidade dos servicos de saide (Barbosa

PJB et al, 2009).
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Véarios marcadores geneticos sdo descritos como fatores de risco para a
FR/DRC, estes incluem os antigenos do Complexo Principal de Histocompatibilidade,
como o HLA-DR7, que foi o alelo mais consistentemente associado a DRC, tanto no
Brasil quanto em outros paises (Guilherme et al, 2011b).

A FR e a DRC estdo frequentemente associadas as condi¢fes socioeconémicas
que favorecem a difusdo da bactéria pela falta de tratamento e condi¢Bes sanitarias.
Assim, apesar da reconhecida reducdo da incidéncia da FR nas ultimas décadas nos
paises desenvolvidos, com conseqiiente reducdo em sua prevaléncia, FR e DRC
permanecem como um grande problema de salde pablica, principalmente nos paises em
desenvolvimento (WHO, 2004).

A FR possui uma distribuicdo universal, mas com marcada diferenca nas taxas
de incidéncia e prevaléncia entre os diversos paises, constituindo a principal causa de
cardiopatia adquirida em criancas e adultos jovens nos paises em desenvolvimento
(Kaplan, 1996). Estimativas da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) registraram no
ano de 2005 cerca de 15,6 milhdes de portadores de DRC; cerca de 300.000 novos
casos/ano; e 233.000 mortes diretamente atribuiveis a DRC a cada ano no mundo
(Carapetis et al, 2005). Na india, a prevaléncia da FR/DRC varia de 0,5 a 11/1000
individuos (Saxena et al, 2008).

Os dados disponiveis no Brasil, a partir do sistema DATASUS, informam
basicamente sobre internacOes hospitalares e intervengdes, ndo correspondendo a
totalidade dos casos diagnosticados no pais. Estudos realizados na populacdo de
escolares em algumas capitais brasileiras estimaram a prevaléncia de DRC em 1-7

casos/1.000, o que é significativamente maior do que a prevaléncia da doenca em paises
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desenvolvidos, como nos Estados Unidos, onde varia entre 0,1-0,4 casos/1.000
escolares (Carapetis et al, 2005; Xavier et al, 2004).

Seguindo a projecéo do modelo epidemiolégico da OMS e de acordo com o Ultimo
censo do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), estima-se que anualmente
no Brasil ocorram cerca de 10 milhdes de faringoamigdalites estreptocdcicas, perfazendo o
total de 30.000 novos casos de FR, dos quais aproximadamente 15.000 poderiam evoluir
com acometimento cardiaco (Barbosa PJB et al, 2009).

A frequéncia da FR aguda no Brasil difere de acordo com a regido geografica,
porém em todas as regifes observa-se uma reducdo progressiva do total de internacdes
por esta doenca. A taxa de mortalidade por DRC em pacientes internados pelo Sistema
Unico de Sadde (SUS) foi de 6,8% em 2005 e de 7,5% em 2007, com gasto aproximado
no tratamento clinico de 52 milhdes de reais em 2005 e de 55 milhdes em 2007. Gastos
de cerca de 94 milhGes de reais em 2005 e de 100 milhdes em 2007 em procedimentos
intervencionistas, cirurgias e valvotomias percutaneas também foram direcionados ao
tratamento das sequelas cardiacas da FR (Barbosa PJB et al, 2009).

Os gastos gerados pela assisténcia aos pacientes com FR e DRC no Brasil sdo
altos. Em 2007, foram gastos pelo SUS cerca de R$ 157.578.000,00 em internagdes
decorrentes de FR ou DRC, de origem clinica ou cirurgica, sendo que, das cirurgias
cardiacas realizadas neste periodo, 31% abordaram pacientes com sequelas de FR. Na
analise de morbidade, o célculo do indice DALY’ — disability-adjusted life years (anos
potenciais de vida perdidos ajustados para incapacidade) - no ano 2000 mostrou o total
de 55 mil anos de vida perdidos em decorréncia da FR, correspondendo a 26 anos por

paciente anualmente no Brasil (Barbosa PJB et al, 2009).
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1.5  Mimetismo molecular: patogénese da FR/DRC

A patogénese das sequelas autoimunes pos-estreptococicas esta relacionada com
a producdo de anticorpos e células T autoreativas, que reagem cruzadamente e
reconhecem epitopos da proteina M do S. pyogenes e de tecido cardiaco humano por
mimetismo molecular (Guilherme et al, 1995).

O mimetismo molecular é definido como o compartilhamento de epitopos entre
antigenos do hospedeiro e do estreptococo. Para anticorpos, trés tipos de mimetismo
tém sido definidos entre antigenos, incluindo o compartilnamento de: (1) sequéncia de
aminoéacidos idéntica, (2) sequéncia de aminoacidos homdloga, porém nao-idéntica (3)
epitopos em moléculas diferentes como peptideos e carboidratos (Barnett & Fujinami,
1992; Shikhman & Cunningham, 1994; Shikhman et al, 1993; Shikhman et al, 1994).
Também pode ocorrer mimetismo entre DNA e peptideos (Cunningham et al, 1986;
Putterman & Diamond, 1998) ou carboidratos e gangliosideos (Kirvan et al, 2003).

Na patogénese de doencas autoimunes, 0 mimetismo significa que as sequéncias
sdo reconhecidas por células T especificas para as moléculas relacionadas com a
doenca, como no caso da cardite reumatica (Guilherme & Kalil, 2010). Entretanto, o
mimetismo é um tipo de degeneracdo das células T. A habilidade das células T em
reconhecer uma enorme gama de antigenos é importante para o repertério de células T,
ja que o Receptor da Célula T (RCT) ndo sofre mutacBes soméaticas como fazem os
genes das cadeias variantes dos anticorpos. O mimetismo pode desencadear o0 processo
de doenca em um 6rgdo alvo e levar a uma doenca autoimune cronica através do

espalhamento de epitopos (McMahon et al, 2005).
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O mecanismo de espalhamento de epitopos (“epitope spreading”) ¢ bem
estabelecido e sabe-se que durante a resposta imunologica, a reatividade é induzida
também a epitopos diferentes daqueles epitopos que deram origem a reacdo contra o
patogeno (Sercarz et al, 1993).

O mimetismo molecular entre o0 S. pyogenes e as proteinas do tecido cardiaco
foi demonstrado através da analise do repertério de células T infiltrantes do tecido
cardiaco levando ao dano tecidual na DRC. Foi observado pela primeira vez que 7.5%
de clones de células T isolados de biopsias de lesdes cardiacas de pacientes com DRC
grave, possuem a habilidade de reconhecer simultaneamente peptideos da proteina M
e proteinas derivadas do tecido cardiaco, que evidenciou o mecanismo de mimetismo
molecular mediado por células T. Através do isolamento e clonagem de células T
infiltrantes de lesdes do tecido cardiaco, foi possivel demonstrar a existéncia de
reatividade cruzada entre clones de células T intralesionais. Propusemos que as lesfes
do tecido cardiaco na DRC sdo oriundas do reconhecimento cruzado de proteinas
cardiacas por anticorpos contra proteinas estreptocédcicas decorrentes do mimetismo
molecular. Trés regibes da proteina M5 (residuos 1-25, 81-103 e 163-176)
reagiram cruzadamente com muitas fraces de proteinas cardiacas, a maioria
delas derivada de tecido valvular apresentando massa molecular de 95-150, 43-65 e
30-43 kDa, respectivamente (Guilherme et al, 1995). Na seqiéncia, foi definida a
regido imunodominante da proteina M5 (81-103), reconhecida pelas células
mononucleares do sangue periférico (PBMC) e por clones de células T intralesionais
(Guilherme et al, 2001).

A porcdo N-terminal da proteina M, o principal antigeno do S. pyogenes, pode

levar a lesdes cardiacas autoimunes. No tecido cardiaco, um grande nimero de células
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produtoras de citocinas inflamatdrias e algumas poucas células mononucleares das
valvulas estdo aptas a secretar IL-4, uma citocina reguladora que leva a progressao do
dano tecidual (Guilherme et al, 2004).

Células T dos linfonodos de camundongos imunizados com miosina cardiaca
reagiram cruzadamente com peptideos sintéticos desenhados a partir de porcdes da

proteina M5 (Cunningham et al, 1997).

1.6 Desenvolvimento de vacinas contra o S. pyogenes

Tradicionalmente, a profilaxia primaria e secundaria de infeccOes
estreptococicas € a administracdo de penicilina-benzatina. O desenvolvimento de uma
vacina contra 0 S. pyogenes trard inumeros beneficios, prevenindo ndo so infeccdes
estreptococicas, como sequelas destas estreptococcias (FR/DRC e Glomerulonefrite).

Devido a alta capacidade imunogénica da proteina M, esta é o principal alvo de
estudo para o desenvolvimento de uma vacina comtra o S. pyogenes. Assim, a maioria
das vacinas até hoje produzidas sdo baseadas no uso da proteina M como indutora de
imunidade protetora. Varias abordagens de vacina contra o GAS foram testadas ao
longo dos anos, desde 1923 a presente data (Steer et al, 2009a).

As primeiras vacinas propostas usavam a bactéria inteira inativada e foram
abandonadas devido a reacOes adversas. Posteriormente, até 1979, passou-se a usar a
proteina M inteira de cepas especificas, porém houve indugdo de doenca autoimune. Na
década de 80, novas abordagens foram introduzidas, em modelo de peptideo sintético.

Apos, modelos com base na por¢do N-terminal (cepa-especifica) foram introduzidos por
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metodologia de proteina recombinante, e as vacinas hexavalente e 26-valente, que
continham os sorotipos mais prevalentes nos EUA, entraram em ensaios clinicos de fase
I e Il (McNeil et al, 2005). Paralelamente, novas abordagens para a definicdo de
epitopos protetores e modelos de vacinas de peptideo sintético foram idealizados, tanto
baseados na regido N-terminal quanto na regido C-terminal. Além disto, atualmente
existem oito modelos em estudo que sdo baseados em outros antigenos estreptococicos
que ndo a proteina M (Pandey et al, 2012; Steer et al, 2009b).

Considerando-se os altos custos socio-econémicos envolvidos com a FR/DRC
no Brasil e em paises em desenvolvimento e com base nos conhecimentos adquiridos
sobre a patogénese da DRC, iniciamos ha aproximadamente 15 anos o processo de
desenvolvimento de uma vacina eficaz contra o estreptococo beta hemolitico do grupo
A, sem desencadear auto-imunidade.

Nossa abordagem leva em consideracdo conceitos de como o sistema imune
poderia ser mais eficiente na inducdo de resposta imunolégica protetora via linfocitos T
e B visando prevenir a adesdo e invasdo das células endoteliais da garganta,
consequentemente bloqueando a infeccdo local. Também sdo imvestigadas formas de
prevenir reacGes autoimunes nocivas, visando evitar o desencadeamento de FR/DRC
com base nos estudos ao longo dos dltimos 20 anos, que permitiram uma melhor
compreensdo das bases celulares e moleculares da patogénese que leva a DRC. Outras
patologias decorrentes da infeccdo por S. pyogenes também podem ser controladas.

Brevemente, a vacina tem como base sequéncias conservadas de aminoacidos da
regido C-terminal (regides C2 e C3) da proteina M5 do S. pyogenes, a proteina M mais
bem descrita na época em que iniciou-se 0 desenho da vacina. Com o intuito de definir

epitopos com potencial protetor, foi avaliada a reatividade humoral e celular a 100
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residuos de aminoacidos da regido C-terminal (aminoacidos 250 a 350) desta proteina,
através do uso de 79 peptideos contendo 20 residuos de aminoacidos compartilhados
(variacdo de 01 residuo de aminoacido em cada extremidade). Através de 620 amostras
de soro humano e 260 amostras de linfocitos de sangue periférico foi possivel definir os
epitopos B e T imunodominantes, respectivamente. O epitopo B é composto por uma
sequéncia de 22 residuos de aminoacidos e o epitopo T, por uma sequéncia de 25
residuos de aminodacidos (Guilherme et al, 2006a).

A partir da selecdo dos epitopos B e T em humanos, foi sintetizado um peptideo
de 55 residuos de aminoacidos, denominado StreptinCor (identificacdo médica)
(Guilherme et al, 2006a), que contém os epitopos B e T, ligados entre si por 8 residuos

de aminoéacidos, em conformidade com o segmento natural da proteina:

KGLRRDLDASREAKKQLEAEQQKLEEQNKISEASRKGLRRDLDASREAKKQVEKA

(patentes INPI 0501290/0604997-4, PCT-BR07/000184).

Esta abordagem levou em consideracdo a afinidade do epitopo selecionado as
moléculas de HLA de classe Il tendo em vista a habilidade do epitopo de ativar células
T via RCT, visto que a ativacdo de células T estimula a ativacdo de células B induzindo
a producéo de anticorpos com potencial protetor. A predicdo de ligacdo do StreptinCor
a diferentes moléculas HLA de classe Il foi realizada com base na anélise dos 55
residuos de aminoacidos do peptideo e em possibilidades tedricas dos peptideos
processados encaixarem-se nos bolsdes P1, P4, P6 e P9 das APC, combinados com
diferentes moléculas HLA de classe Il. Foram observados 7 potenciais sitios de ligacéo
ao longo da sequéncia do StreptinCor que podem ser reconhecidos por moléculas HLA
de classe 1l (DRB1*, DRB3*, DRB4* e DRB5*), 0 que torna a vacina uma candidata

universal (Guilherme et al, 2011a).
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O StreptIinCor, agente vacinal na forma de peptideo sintético, j& foi testado em
camundongos, utilizando-se como adjuvante o hidréxido de aluminio. Camundongos
das linhagens BALB/c e Swiss apresentaram Otima resposta humoral contra o
StreptInCor, com alta producéo de 1gG. Apds desafio com a cepa M1 (mais prevalente
em episodios de estreptococcias) de camundongos Swiss imunizados com o0
StreptinCor, a taxa de sobrevida foi de 100% enquanto que para grupo controle a
sobrevida foi de 40% em até 21 dias. A analise histopatologica dos 6rgdos dos animais
imunizados mostrou que o StreptInCor ndo induziu toxicidade nos mesmos (Postol et al,
2013). Camundongos transgénicos para as moléculas HLA de classe || DR2, DR4, DQ6
e DQ8 foram imunizados com StreptinCor, utilizando o adjuvante hidroxido de
aluminio (Alum). A partir da administracdo do antigeno vacinal, foram induzidos altos
titulos de 1gG1 (Th2, dependente de IL-4) e IgG2a (Thl, dependente de IFN-y). Além
disso, os anticorpos IgG foram capazes de reconhecer o epitopo vacinal em uma
proteina M1 estreptococica heter6loga recombinante, indicando que o StreptinCor
possui potencial efeito protetor. Estes camundongos transgénicos foram capazes de
produzir altos titulos de anticorpos especificos pelo periodo de um ano, além de nao
apresentarem reatividade contra miosina cardiaca porcina purificada e extrato protéico
de miocardio humano. Também ndo foram observadas reagBes adversas nem
autoimunes em varios orgaos analisados, indicando que a vacina candidata StreptinCor
tem potencial de protecéo e é segura (Guerino et al, 2011a).

No presente trabalho avaliamos a capacidade opsonizante e neutralizante de
anticorpos induzidos pela imunizagéo com StreptInCor em modelo murino, a capacidade de
cobertura da vacina em estudo frente a diferentes cepas de S. pyogenes, bem como a

auséncia de reacfes humorais autoimunes dirigidas ao tecido cardiaco valvular humano.
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2 OBJETIVO GERAL

Avaliar em modelo experimental a capacidade de cobertura vacinal do

imundgeno StreptInCor, para prevencdo de infeccdo por S. pyogenes e suas sequelas.

2.1  Objetivos especificos

e Avaliar a capacidade dos anticorpos anti-StreptinCor em promover a

opsonizagao/neutralizacdo das cepas de S. pyogenes mais prevalentes;

e Verificar a prevaléncia das cepas de S. pyogenes em amostras bioldgicas

colhidas no Hospital das Clinicas - HCFMUSP;

e Verificar a seguranca da vacina, através da auséncia de anticorpos que
apresentem reatividade cruzada com proteinas do tecido valvular humano,

para controle de autoimunidade.
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3 METODOS
3.1  Delineamento experimental
Genotipagem das cepas Modelo animal
Pag P Anticorpos anti-StreptinCor
v
Controle de
reconhecimento l
Westem Blotting
com extrato de
proteinas de valvula
cardiacahumana
Y
y
Westemn Blotting Ligacao de Alinhamento da Inibicéo da Opsonofagocitose
com extrato de anticorpos regido C- adesdolinvaséao porcélulas
cepas especificos a terminal da emcélulas HEp-2 peritoneais
bactériaintacta proteinaMde 7
(FACS) diferentes cepas
M.0 das células
peritoneais

Figura 1- Delineamento experimental: etapas e fluxo da realizagdo do trabalho
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3.2  StreptInCor: epitopo vacinal

O epitopo vacinal é constituido de 55 residuos de aminoécidos:

KGLRRDLDASREAKKQLEAEQOQKLEEQNKISEASRKGLRRDLDASREAK

KQVEKA, como anteriormente descrito (Guilherme et al, 2006a) (patentes INPI

0501290/0604997-4, PCT-BR07/000184).

3.3 Camundongos e Imunizacao

No presente trabalho foram utilizados soros de camundongos isogénicos da
linhagem BALB/c (MacDowell, 1927; Bailey, 1978) e n&o-isogénicos da linhagem
Swiss (Clara Lynch, 1991) previamente imunizados com duas doses contendo 10 ou
100pg de StreptIinCor, além de soros controles destas mesmas linhagens, previamente
injetados com adjuvante Alum, ou proteina M1 estreptoccica recombinante, bem como
soro pré-imune de camundongo. Apos 14 dias da ultima injecdo, as amostras de soros
foram obtidas por puncao retro-orbital sob anestesia e depois estocadas a -20°C.

Os camundongos tinham de 6 a 8 semanas de idade, foram manipulados pelo Dr.
Edilberto Postol e mantidos no biotério do Laboratdrio de Imunologia do InCor, situado
no Instituto de Medicina Tropical da FMUSP.

Para todos os ensaios deste trabalho foram utilizadas amostras de soros dos
animais que apresentaram titulos de anticorpos especificos acima de 1:1200 detectados

através da técnica de ELISA (Enzyme-Linked Immunoabsorbent Assay).
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3.4 Cepas de S. pyogenes

Amostras de diferentes cepas de S. pyogenes provenientes de espécimes clinicos
isolados de pacientes atendidos no Hospital das Clinicas - FMUSP da cidade de Sao
Paulo entre 2004 e 2008 foram cultivados, isolados e identificados por métodos
microbiologicos e bioguimicos no Laboratério de Microbiologia do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo (HCFMUSP). Em
seguida, foram armazenadas a -80°C no banco de cepas de S. pyogenes do referido

laboratdrio. A partir deste banco, avaliamos 176 amostras.

3.4.1 Cultivo das cepas

Amostras de S. pyogenes foram semeadas em placas de agar sangue de carneiro
5% (Newprov, Brasil) e incubadas em estufa a 37°C por 24h. Na sequéncia, 5 coldnias
escolhidas aleatoriamente foram inoculadas em 5 ml de caldo Todd-Hewitt (Himedia,
India) suplementado com 2% de neopeptona e incubadas a 37°C sob agitacdo de 500 g
por 10 as 16h.

Com o objetivo de manter as cepas no Laboratorio de Imunologia do InCor para
estudos posteriores, 200uL do cultivo de S. pyogenes em caldo Todd-Hewitt (Himedia,
India) foram colocados em tubos para congelamento (Nunc, Dinamarca) contendo
400uL de sangue de carneiro (Vetec, Brasil). As aliquotas assim obtidas foram

armazenadas em freezer —80°C.
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3.4.2 Lisado da cultura de S. pyogenes para isolamento de DNA

Lisados bacterianos de 176 amostras foram obtidos segundo o protocolo
fornecido pelo CDC - Divisao de doencgas bacterianas e micoéticas no banco de dados de
sequenciamento do gene emm do Streptococcus pyogenes, disponivel em
http://www.cdc.gov/ncidod/biotech/strep/protocol_emm-type.htm.

Brevemente, o lisado bacteriano foi preparado a partir de 3 ml da cultura de S.
pyogenes em caldo Todd-Hewitt (Himedia, India) centrifugada a 2000 g por 5 minutos,
a 5°C, para a obtencéo do pellet de bactérias. Na sequéncia, o precipitado bacteriano foi
ressuspenso em 300ul de NaCl 0,85% e incubado a 70°C por 15 minutos. Transcorrido
esse tempo, foi centrifugado a 2000 g por 2 minutos, sendo ressuspenso em 50ul de TE
(Tris 10mM, EDTA 1 mM pH-8,0) acrescido de 2ul de hialuronidase (45000 U/ml —
Invitrogen, EUA), 10ul de mutanolisina (3000 U/ml — Invitrogen, EUA) e incubado a
37°C por 30 minutos, seguido de nova incubacgédo a 100°C por 10 minutos. Em seguida,
o lisado foi tratado com fenol/cloroférmio v/v de amostra, centrifugado para a

eliminagdo de contaminantes protéicos e armazenado a —20°C até o uso.

3.4.3 Tipificacdo do gene emm

3.4.3.1 PCR gene especifica

A reacdo de polimerizacdo em cadeia (PCR) para amplificacdo do gene emm,

que codifica para a proteina M estreptocdcica, foi realizada utilizando-se iniciadores

especificos ja descritos na literatura (Tabela 1).
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Tabela 1- Sequéncia dos oligonucleotideos iniciadores especificos para amplificacdo do

gene emm descritos por Whatmore e Kehoe, 1994

Iniciador Sequéncia de nucleotideos
All M Fw CCGGATCCTATTCGCTTAGAAGAAAATTAA
All M Rev CAACTGCAGAAGTTCTTCAGCTTGTTTT

Fonte: Whatmore e Kehoe, 1994.

O protocolo de amplificacdo e as temperaturas de ciclagem estdo descritos nas

Tabelas 2 e 3, respectivamente.

Tabela 2- Concentragdes e quantidades dos reagentes utilizados na reagéo de PCR para

a amplificacdo do gene emm

Reagentes e Concentracao Massa/Concentracao Quantidade

Tampéo (Invitrogen, EUA) 10X S5uL
dNTP (Invitrogen, EUA) 12 mM 5uL
MgCl; (Invitrogen, EUA) 50 mM 3uL

Primer allM Foward 10 pmol 1,5uL
Primer allM Reverse 10 pmol 1,5puL

Taqg polimerase (Invitrogen, EUA) 05U 0,5uL
Amostra (lisado) 5uL

Agua Milli-Q g.s.p. 27,5uL

Tabela 3- Pardmetros empregados no ciclo da PCR para amplificagdo do gene emm

Temperatura Tempo (minutos) Quantidade de Ciclos
94°C 5 1
94°C
50°C 1 35
72°C
72°C 7 2
4°C 00
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As amostras amplificadas foram analisadas em gel de agarose (Invitrogen, EUA)
1% e a quantidade de DNA amplificado foi estimada através da comparacdo de

intensidade das bandas com o marcador Low Mass (Invitrogen, EUA).

3.4.3.2 Sequenciamento do gene emm

Apds a analise das amostras em gel de agarose (Invitrogen, EUA) foi feito o
PCR pré-sequenciamento, utilizando-se o teste comercial “BigDye Terminator v 3.0
Ready Reaction Cycle Sequencing Kit” (Applied Biosystems, EUA), conforme
detalhado nas Tabelas 4 e 5. Este kit utiliza terminacdo da cadeia de DNA por

incorporacdo de dideoxinucleotideos.

Tabela 4- ConcentracOes e quantidades dos reagentes utilizados na reacdao de PCR pré-

sequenciamento (Big Dye®)

Reagentes e Concentracéo Massa/Concentracao Quantidade
Tampao (Invitrogen, EUA) 10X luL
Big Dye (Applied Biosystems, EUA) 1,5uL
Primer allM Foward 10 pmol 0,5uL
DNA molde 2,5uL
Agua Milli-Q qg.s.p. 4,5uL

Tabela 5- Parametros do ciclo da PCR pré-sequenciamento (Big Dye®)

Temperatura Tempo Quantidade de Ciclos
95°C 90 minutos 1
95°C 18 segundos
50°C 12 segundos 35
60°C 4 minutos
4°C 0
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A precipitacdo das amostras amplificadas para a reacdo de sequenciamento foi
realizada com 180uL de isopropanol 75% e incubados a TA por 20 minutos. Na
sequéncia, as amostras foram centrifugadas a 2000 g por 25 minutos e lavadas com
250uL de etanol 70%. Apos nova centrifugacdo a 2000 g por 5 minutos, as amostras
foram secas a 95°C por 2 minutos e ressuspensas em 2uL de azul de formamida
(Applied, Biosystems, EUA).

As amostras foram sequenciadas utilizando-se o equipamento ABI 377 (Applied
Biosystems, EUA). As sequéncias obtidas foram analisadas de acordo com o protocolo
proposto pelo CDC disponivel em http://www.cdc.gov/ncidod/biotech/strep/assigning.htm.

A andlise utilizada foi baseada no encontro do sitio de clivagem do peptideo
sinal da proteina, utilizando-se 30 residuos do peptideo sinal e 150 residuos da proteina
madura para a comparacao com as sequéncias listadas no EMBL/GenBank utilizando o
programa “FASTA” e o banco de dados do site do CDC, considerando-se uma
identidade de sequéncia acima de 98%.

Para a analise comparativa entre a frequéncia dos diferentes genes, foi utilizado

0 teste estatistico Qui-quadrado (significancia p<0,05) no programa Prisma 5.0.

35  Alinhamento de sequéncias da regido C-terminal da proteina M

de diferentes cepas

Sequéncias de aminoacidos da regido C-terminal da proteina M das cepas M1, M5,
M6, M12 e M87 foram alinhadas com a sequéncia de residuos de aminoacidos do
StreptIinCor através do programa online BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

As sequéncias estdo disponiveis em: Pubmed (http://Awww.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed),
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Swissprot (http://www.uniprot.org/help/uniprotkb) e CDC
(http://www.cdc.gov/ncidod/biotech/strep/strepblast.ntm). O alinhamento foi colorido
através do programa Jalview 2.7 com a coloracdo Zapo, que indica 0s grupamentos

quimicos dos aminoacidos.

3.6 Avaliacdo do Reconhecimento de diferentes cepas: Western

Blotting

3.6.1 Extracédo de proteinas
Foram produzidos extratos de proteinas das cepas M1 e M5 para 0s ensaios de
Western blotting. O rendimento final das proteinas de cada extrato, bem como seus

pesos moleculares, estdo apresentados na Tabela 6.

Tabela 6- Rendimento final das proteinas totais do extrato de cepas de S. pyogenes

Cepa Rendimento final (ug) Peso Molecular (kDa)
M1 125 54,3
M5 105 55,1

Pesos moleculares disponiveis em: http://www.uniprot.org/help/uniprotkb

As bactérias foram cultivadas como descrito no item 3.4.1. Depois, 15 ml da
cultura foram lavados em tampéao PBS gelado diluido a 1/10, por 3 vezes.

As bactérias foram entdo rompidas por sonicacdo (Sonic Dismembrator 60,
Fisher Scientific) em tampéo de lise, em gelo, por 5 ciclos de 15 segundos com 1

minuto de intervalo entre os ciclos. Para cada 10° células/ml na DOgg:0,4, foram
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adicionados 400uL de tampao de lise (uréia 7M; tiouréia 2M; CHAPS 4%; tris-HCI 1M;
pH 8,5). As amostras foram centrifugadas por 60 minutos, a 4°C, a 2200 g.
O sobrenadante foi coletado, o precipitado foi novamente sonicado em tampéo de lise e

centrifugado. Os extratos obtidos foram mantidos em congelamento a -20 °C overnight.

3.6.2 Precipitacdo em TCA/Acetona

As proteinas do extrato foram precipitadas em uma solucdo de TCA/Acetona
seguindo a proporc¢éo de 1 parte de extrato de proteinas para 8 partes de acetona gelada
e 1 parte de TCA a 100%.

A amostra foi homogeneizada vigorosamente com o auxilio de vortex apds a
adicdo de cada reagente e precipitada a -20°C durante 1 hora.

Para cada 15 ml de cultura primaria, houve um rendimento de 350ug de proteinas.

3.6.3 Concentragdo em coluna de filtro

Os extratos de proteinas das diferentes cepas de S. pyogenes foram concentrados

em colunas de filtro (Millipore, EUA) através de centrifugacdo. Foram colocados

250uL do extrato na coluna, e esta foi submetida a uma centrifugacdo a 500 g por 5

minutos.

3.6.4 Quantificacéo

O ensaio de Bradford foi utilizado para a quantificacdo das proteinas presentes

no extrato das diferentes cepas de S. pyogenes (BRADFORD, 1976). O reagente
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utilizado na quantificacdo foi o da Bio-Rad (EUA), no qual a albumina bovina sérica é
utilizada para construir a curva padrdo de concentracdo. Todas as amostras foram feitas
em triplicata e a absorbancia analisada através de leitor de placas (Bio-Rad, EUA), no

comprimento de onda de 595 nanémetros.

3.6.5 Avaliacdo do rendimento final

O rendimento final das extracdes foi avaliado em relacdo ao volume inicial da
cultura utilizado para a producdo do extrato, levando-se em consideracdo a quantidade

de bactérias (aproximadamente 108 células/ml na D0Og0:0,4).

3.6.6 Western Blotting

Para que houvesse a separacdo das proteinas do extrato foi feita uma eletroforese
em mini gel de SDS-Page (Sodium Dodecyl Sulfate — Polyacrilamide Gel
Electrophoresis) 12% com uma forca elétrica especifica para cada fase de separacdo das
proteinas (na fase de empilhamento: 120V/15 minutos, fase resolutiva: 160V/90
minutos).

Foram carregadas 30 g de proteinas do extrato por pogo em tampao de amostra
(tris-HCI 250mM; SDS 10% m/v; glicerol 50% v/v; beta-mercaptoetanol 5% m/v; azul
de bromofenol 0,1% m/v;) 5X concentrado, portanto, para cada 4 volumes de amostra,
foi usado 1 volume de tamp&o. A mistura foi homogeneizada por agitagdo em vortex
(Daigger G-560, Scientific Industries, Bohemia, NY, EUA) e brevemente centrifugada
(MiniSpin, Eppendorf, Alemanha). Foi, em seguida, levada a ebulicdo por 2 minutos.

Todo o volume de cada tubo foi aplicado em uma canaleta de gel.
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A corrida foi feita em equipamento Mini-VE (GE) a temperatura ambiente, em
tampdo Laemmli. O gel foi corado com Coomassie coloidal G-250 por 1 dia e foi
posteriormente descorado com agua Milli-Q, sob agitacdo e sucessivas trocas de agua,
até que a coloracdo de fundo estivesse limpida o suficiente para visualizacdo das
bandas.

A transferéncia das proteinas do gel de poliacrilamida para a membrana de
nitrocelulose carregada positivamente (Hybond ECL - GE Healthcare, Uppsala, Suécia)
foi feita em um sistema semi-seco, com um tampédo de transferéncia (Tris base 25mM,;
glicina 0,2M; SDS 0,1% m/v; metanol 20% v/v), a partir do gel ndo-corado.

Gel de poliacrilamida, membrana de nitrocelulose e papéis de filtro foram
embebidos em tampéo de transferéncia e entdo montados no sistema de transferéncia na
seguinte ordem (po6lo negativo para o polo positivo): 3 folhas de papel, gel de
poliacrilamida, membrana de nitrocelulose e mais 3 folhas de papel. As bolhas de ar
foram retiradas, o sistema de transferéncia fechado e colocado no transferidor semi-seco
(TE 77, GE Healthcare, Uppsala, Suécia) com tampdo de transferéncia. As condi¢des de
transferéncia foram: 0,8 mA/cm2, por 2 horas.

Transcorrido esse tempo, a membrana foi corada com vermelho de Ponceau em
10% de &cido acético por alguns minutos, para verificar a presenca de proteinas.

Apos lavagem com agua para descorar a membrana, esta foi incubada overnight
com 5% de leite em po desnatado diluido em TBS 1/10-0,1% Tween para que houvesse
0 blogueio de reacdes inespecificas. Transcorrido esse tempo, a solugédo foi descartada e
a membrana foi incubada com pool contendo soro de 6 camundongos da linhagem
BALB/c imunizados com 10ug de StreptinCor ou controles, diluidos a 1:100 em

tampé&o de bloqueio por 2h a 4°C, sob agitacao.
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As membranas foram lavadas por 3 vezes com TBS-Tween 0,1% e entdo foi
feita a incubacdo com o anticorpo secundario (anti-lgG de camundongo conjugado com
fosfatase alcalina) por 2 horas.

A revelacdo da reacdo foi realizada com os reagentes NBT-BCIP e os resultados
foram visualizados a olho nu. A comparacdo da altura das bandas com o marcador de
peso molecular Full- range Rainbow (GE Healthcare, EUA) foi feita através do software

ImageQuant TL (GE Healthcare, Uppsala, Suécia).

3.6.7 [Escaneamento e densitometria do Western Blotting

As imagens das membranas e dos géis foram obtidas utilizando-se um foto-
digitalizador ImageScanner (GE Healthcare, Uppsala, Suécia) através do software de
escaneamento LabScan (GE Healthcare, Uppsala, Suécia) que é um software para aquisicao
de imagens de géis de eletroforese que possibilita 0 ajuste de cores e contrastes da imagem.

A densitometria das bandas foi realizada no software ImageQuant TL
(GE Healthcare, Uppsala, Suécia), que permite uma analise semi-quantitativa do

Western blotting.

3.7  Citometria de Fluxo: Ensaio de Ligacéo

Isolados de S. pyogenes foram cultivados como descrito no item 3.4.1., depois
foram centrifugados a 400 g por 2-4 minutos. Apds duas lavagens com PBS diluido a
1/10, as bactérias foram incubadas com os soros de camundongos BALB/c hiperimunes

ou controles diluidos 1/100 por 30 minutos. Posteriormente, foram incubados com o
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anticorpo especifico para IgG murino com ficoeritrina (PE-1/50) por 30 minutos.
As amostras foram lavadas novamente e fixadas em 200uL de paraformaldeido 1%.
Posteriormente foram adquiridos 10.000 eventos no citémetro de fluxo FACS Canto Il e
a fluorescéncia foi analizada no software FlowJo versdo 3.4.1. Este protocolo foi
adaptado para S. pyogenes a partir do protocolo anteriormente descrito para
S. pneumoniae (Goulart et al, 2011). A analise estatistica da contagem final das

bactérias fluorescentes em cada amostra foi feita através do teste Mann-Whitney.

3.8 Ensaio de inibi¢do de adesdo/invasao

3.8.1 Linhagem celular HEp-2

3.8.1.1 Descongelamento e cultivo

Para cultivar células da linhagem HEp-2, aliquotas de células previamente
armazenadas em nitrogénio liquido foram descongeladas em meio DMEM (Sigma,
EUA) 10% de SFB (Gibco Invitrogen, EUA) em uma dilui¢do de 1/10 (1ml de célula
congelada + 9 ml meio de cultura). As células foram centrifugadas a 500 g por 5
minutos. Na sequéncia, o sobrenadante foi descartado e o pellet de células foi
ressuspendido em 12,5 ml de DMEM 10% SFB em uma garrafa média (Biogen, Brasil).

As células foram cultivadas neste meio por 5 a 7 dias, a temperatura de 37°C,

com 5% de CO..
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3.8.1.2 Plagueamento

Atingida a confluéncia, as células aderidas ao fundo da garrafa foram lavadas
com DMEM sem SFB uma vez. Apos a lavagem, foram adicionados 3,5 a 5ml de
tripsina e a garrafa foi incubada em estufa com 5% de CO, a 37°C, por
aproximadamente 5 minutos. Na sequéncia foi adicionado meio DMEM 10% SFB até
completar o volume de 10 ml. As células foram contadas e plaqueadas na proporcao de

1,5 x10° células/pogo/ml e as placas foram incubadas por 48h a 37°C-5% de CO»,

3.8.2 Indculo de S. pyogenes

Em um Erlenmeyer pequeno contendo 20ml de meio Todd Hewitt (Himedia —
India) foi inoculado aproximadamente 1,5ml do pré-indculo de S. pyogenes até que
fosse atingida a DOgoo: 0,1 (medida por espectrofotometria). A cultura de bactérias foi
crescida a 37°C sob agitacdo até que fosse atingida a DOggo: 0,4, 0 que corresponde a

aproximadamente 10°células/ml.

3.8.3 Incubacéo do S. pyogenes com soro hiperimune

Atingida a DOggo: 0,4 (fase exponencial de crescimento bacteriano), foram
centrifugados 4 ml da cultura bacteriana a 2000 g por 5 minutos a 4°C. O sobrenadante
foi desprezado e o pellet de bactérias foi lavado por 1X com DMEM sem suplemento.
Apbs nova centrifugacéo, o sobrenadante foi desprezado e o pellet foi diluido ate atingir

a DOggo: 0,1.
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Foram plaqueados 200ul do pool contendo soro de 6 camundongos da linhagem
Swiss hiperimunes ou controles, diluidos 1/100 em cada poco da placa de 24 pocos e
foi adicionado ao soro 30ul/poco da suspensdo de bactérias preparada anteriormente.
Na seqiiéncia, a bactéria foi incubada com o soro a 37°C por 1h. O ensaio foi realizado

em triplicata.

39 Ensaio de inibicao de adesdo/invaséo das cepas previamente

incubadas com soro hiperimune as células HEp-2

Células HEp-2 previamente plaqueadas por 48 horas foram lavadas por 3 vezes
com meio DMEM sem SFB. Na sequiéncia, a bactéria incubada previamente com o soro
foi adicionada as placas, permanecendo em incubacao por 90 minutos a 37°C.

Transcorrido o tempo de incubacédo, as placas foram lavadas por uma vez com
Iml/po¢co de meio DMEM sem suplementacdo. Na sequiéncia, foram adicionados
200uL/poco de tripsina e as placas foram colocadas na estufa por 5 minutos para
desprender as células aderidas a base. Na sequéncia, foram adicionados 800uL/poco de
agua para promover a lise celular.

Ap0s a incubacéo e lise celular, as células lisadas foram diluidas a 1/25 (960ul
de salina+40ul do lisado) e 50uL desta diluicdo foram plaqueados com o auxilio de
esferas de vidro em placas de agar sangue (Newprov, Brasil) previamente secas no fluxo
laminar. Na sequéncia, as esferas foram retiradas e as placas incubadas na estufa a 37°C

por 24h.
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A porcentagem de inibicdo da adesdo/invasdo foi calculada com base no
nimero de unidades formadoras de col6nias (UFC) observadas na diluicdo de 10° e
comparadas com as placas controles testadas com soro de camundongo pré-imune
(ex. n° de UFC das placas testadas com soro pré-imune € 100%, e o nimero de UFC
contadas nas placas das amostras hiperimunes foi 20%, portanto ocorreu uma

inibicdo de 80%).

3.10 Opsonofagocitose por células peritoneais

Este protocolo foi adaptado para S. pyogenes a partir do protocolo anteriormente

descrito para S. pneumoniae (Goulart et al, 2011).

3.10.1 Células peritoneais

Para estimular o recrutamento das células do sistema imunol6gico para o
peritoneo dos camundongos BALB/c, foi injetado intraperitonealmente 10pg de
Concanavalina A (Canavalia ensiformis- ConA, Sigma). Os animais foram sacrificados
48h depois da injecdo e a cavidade peritoneal foi lavada com 5ml de PBS gelado.
A concentracdo das células peritoneais foi ajustada para 4x10%ml em tampdo de

opsonizagdo HBSS (Invitrogen, EUA).
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3.10.2 Incubacdo com soro anti-StreptinCor e plaqueamento

Cepas de S. pyogenes foram cultivadas em meio Todd-Hewitt até que fosse
atingida a concentragdo de 103UFC/ml (densidade 6ptica de 0.4-0.5) e centrifugadas a
2000 g por 3 minutos. Os pellets foram lavados por uma vez com PBS, ressuspensos em
tampdo de opsonizacdo HBSS (Invitrogen, EUA) e aliquotas contendo 2.5x10°UFC
foram incubadas com soro de camundongos BALB/c ou Swiss anti — StreptinCor
inativado por calor em uma diluicdo final de 1:100 a 37 C por 30 minutos. Soro de
camundongo injetado com solucdo salina foi utilizado como controle. Apds outra
lavagem com PBS, as amostras foram incubadas com 10% de soro de camundongo
fonte de complemento, diluido em tampdo de opsonizacdo, a 37 C por 30 minutos.
As amostras foram entdo lavadas uma vez com PBS e incubadas com 4x10° células
peritoneais diluidas em tampdo de opsonizacdo, a 37°C por 30 minutos, sob agitacdo.
A reacdo foi parada através da incubacgdo dos tubos de ensaio em gelo por 1 minuto.
Foram feitas dez dilui¢cdes seriadas das amostras, e aliquotas de 10ul de cada dilui¢do
foram plaqueadas em &gar sangue. As placas foram incubadas a 37°C, sob uma
concentracdo de 5% de CO,, e as UFC de S. pyogenes foram recuperadas apos cultura
de 18h. As laminas foram preparadas por cytospin, coradas com Instant-Prov (Newprov,
Brasil) e posteriormente analisadas em microscopio éptico Axion Vision Zeiss Imager
Al e fotografadas através do software Axion Vision. Na aquisicdo foram utilizadas
lentes oculares no aumento de 10X e as objetivas variaram entre 20X e 40X.

A analise estatistica da contagem final das col6nias de cada grupo foi feita

através do teste Kruskal-Wallis.
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4 WESTERN BLOTTING PARAAVALIACAO DE

AUTOIMUNIDADE

4.1  Biopsias de valvulas cardiacas humanas

Segundo as normas do Comité de Etica do InCor — CAPPesq, todo material humano
recebido pelo Laboratorio possui Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). Foi
utilizado tecido de valvula mitral obtido de 4 doadores de 6rgdos, encaminhados para
transplante no Complexo HC-FMUSP, cujo coragdo ndo pode ser transplantado, em
conformidade com as Normas da Comiss&o de Etica em Pesquisa (0053/07). As valvulas
mitrais humanas foram encaminhadas ao Laboratério de Imunologia do InCor-FMUSP
imediatamente apds sua excisdo no ato cirlrgico em tubos de poliestireno com tampa de
rosca (Cryo.S, Greiner Bio-One, Cambridge, Inglaterra), dentro de recipiente com gelo, e,
no Laboratério, foram imediatamente armazenadas em galdo de nitrogénio liquido,

identificadas e catalogadas em arquivo eletrénico.

4.2 Extraco das proteinas de valvula Mitral

O tecido valvular foi retirado do congelamento e mantido em banho de gelo.

Imediatamente antes da extracdo de proteinas, foi lavado em tampédo PBS gelado. Uma



Western blotting para avaliac8o de autoimunidade 39

aliquota de tampdo de lise (uréia 7M; tiouréia 2M; CHAPS 4% ml/v; tris-HCI 1M; pH 8,5)
foi retirada do congelador (-20°C) e mantida também em banho de gelo para descongelar
gradualmente e nunca ultrapassar 20°C, evitando-se a carbamilacao da uréia.

Para o rompimento do tecido, o material foi transferido para um tubo do tipo Falcon
de 50 ml, mantido em gelo, sobre o qual foi adicionado tampé&o de lise na proporcao de
400ul para cada 100mg de tecido. O rompimento foi realizado em Polytron PowerGen
1000™ (Fischer Scientific, Suwannee, GA, USA), por ciclos de 30 segundos, a 10000 g
e 4 °C, até que ndo houvessem fragmentos visiveis. O extrato foi mantido em
congelamento a -20 °C overnight. Em seguida, o extrato foi sonicado (Sonic
Dismembrator 60, Fisher Scientific) por 5 ciclos de 15 segundos, em banho de gelo,
com 1 minuto de intervalo entre os ciclos. O material foi, entdo, mantido em banho de
gelo por mais 30 minutos e centrifugado por 60 minutos a 4000 g a 4 °C para eliminar

qualquer material insoltvel.

4.3  Eliminag&o de interferentes

Os interferentes foram eliminados por didlise e posterior concentracdo por
centrifugacdo a vacuo. O extrato obtido foi mantido em congelador a -20°C por cerca de
12 horas antes de ser colocado em membrana de dialise Spectra-Por (Spectra
Laboratories, Rancho Dominguez, CA, USA), com poro de 3,5 kDa. As membranas
foram seladas em ambos os lados e submersas em béquer com agua Milli-Q, em camara
fria (a 4 °C) por 48 horas e troca de agua a cada 30 minutos nas 2 primeiras horas e

depois a cada 2 ou 3 horas.
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Os extratos protéicos assim obtidos foram submetidos a centrifugacdo a vacuo
em equipamento SpeedVac SC 100, até sua completa secagem. As proteinas foram

ressuspendidas em 400ul de tampao de lise.

4.4  Quantificacdo das proteinas

Os extratos obtidos foram quantificados pelo método modificado de Bradford

(Bio Rad Laboratories, Hercules, CA, EUA), com padrao de albumina.

45  Immunoblotting

A eletroforese do extrato de proteinas extraidas de valvula cardiaca humana foi
realizada em mini gel de poliacrilamida 8%. Cada raia da cuba foi carregada com 30pg
de proteinas, em tampao de amostra apds fervura por 1 minuto. A transferéncia para
membrana de nitrocelulose foi realizada em cuba semi-seca, em tampao de transferéncia
por 2 horas, a 0,8 mA/cm2. As membranas foram coradas com corante Vermelho de
Ponceau, para visualizacdo da transferéncia. Depois as membranas foram descoradas e
colocadas em tampao de bloqueio (TBS-Tween 0,5% de leite em p6 desnatado) por 1
dia, sob agitacdo constante a 4 °C. Depois, foram realizadas 3 lavagens com TBS-
Tween a temperatura ambiente sob constante agitacdo. Os soros dos camundongos dos
grupos de estudo foram diluidos a 1:100 com TBS-Tween e incubados com as
respectivas membranas por 2 horas sob agitagédo a temperatura ambiente. O soro foi

retirado e a membrana lavada por mais 3 vezes de 10 minutos cada com solugéo de
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bloqueio sob agitacdo constante a temperatura ambiente. O anticorpo secundario anti-
IgG conjugado a Fosfatase alcalina foi diluido a 1:25.000 com solucdo de blogueio
antes de ser colocado sobre as membranas; o tempo de incubacdo foi de 2 horas a
temperatura ambiente sob agitacdo. Ao final desse periodo o anticorpo secundario foi
retirado e as membranas foram lavadas novamente como anteriormente descrito. A

revelacgdo foi feita com NBC/BCIP em tempos de exposicdo de 30 segundos.
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5 APROVACOES DOS COMITES DE ETICA EM PESQUISA

I_rﬁ
A
APROVACAO

A Comiss@o de Etica para Andlise de Projetos de
Pesquisa - CAPPesq da Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas e da
Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo, em sessdo de
24/10/2007, APROVOU o Protocolo de Pesquisa n°® 0646707, intitulado:
"IDENTIFICAGAO DAS CEPAS DE STREPTOCOCCUS PYOGENES
ISOLADOS NA CIDADE DE SAO PAULO ATRAVES DE GENOTIPAGEM'
apresentado pela COMISSAO CIENTIFICA DO INCOR.

Cabe ao pesquisador elaborar e apresentar &
CAPPesq, os relatérios parciais e final sobre a pesquisa (Resolucdo do
Conselho Nacional de Sadde n® 194, de 10/10/1996, inciso 1X.2. letra

"),

Pesquisador (a) Responsével: Prof® Dr* Luiza Guilherme Guglielmi
Pesquisador (a) Executante: Samar Freschi de Barros

CAPPesq, 31 de Outubro de 2007

Foms

Prof. Dr. Eduardo Massad

Presidente da Comissdo

de Etica para Andlise de
Projetos de Pesquisa

Comissao de Etica para Analise de Projetos de Pesquisa do HCFMUSP e da FMUSP Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas da Faculdade
de Medicina da Universidade de Sao Paulo Rua Ovidio Pires de Campos, 255, 5° andar - CEP 05403 010 - Sao Paulo — SP Fone: 011 3069

6442 Fax: 011 3069 6492 e-mail: cappesq@hcnet.usp.br / secretariacappesq2@hcnet,usp.br -sol
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INCORH
FARY

Mem. CC. 0262

S&o Paulo, 05 de julho de 2007.

A

Profa. Dra. Luiza Guilherme Guglielmi

A Comissdo Cientifica do Instituto do Corag&o, APROVOU na sessdo 518/07/10 de
05.07.2007, o Protocolo de Pesquisa SDC 2946/07 /021 “Identificagdo das Cepas de
Streptococcus  pyogenes lIsolados ndg Cidade de Sdo Paulo Afravés de

Genolipagem™.

Aguardar aprovacdo da CAPPesq e do financiamento para iniciar o estudo.
Solicitamos nos enviar copia da aprovacdo dos recursos solicitados & agéncia de
fomento, assim que possivel. Caso o financiamento nao seja aprovado ou nao
tenhamos recebido a carta de aprovacdo apds o prazo de 120 dias, o pesquisador

serd convocado pela Comisso Cientifica para justificar-se”.

Atencicsamente,

1
/ )Qﬂ‘@:@bg\—
Semé C. Quaia Fortunato
Secretdria da Comissdo Cientifica

InCor - HC.FMUSP

Obs.: Lembramos que de acordo com a Res. 196 de 10/10/98. incisos IX.1 e 2. a responsabilidade do
pesquisador e indelegavel indeclinavel e compreends os aspectos éticos e legais e cabe ao
pesquisador apresentar o prolocolo, devicamenie nstruide ao CEP, aguardando o pronunciamento
deste, antes de iniciar a pesguisa
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l—" INSTITUTO DO CORACAO
2 b e

(Fundagdo Zerbini)
Hospital das Clinicas
Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo0 Paulo

Sé&o Paulo, 19 de abril de 2010.

A Comisséo Cientifica do INCOR

Encaminho o projete intitulado Andlise “in viiro” da capacidade de
cobertura da vacina em desenvolvimento contra o S. pyogenes para avaliacao da
comissao cientifica.

Informo que este trabalho esta incluso no projeto “Identificagao das
cepas de Streptococcus pyogenes isolados na cidade de Sdo Paulo através de
genotipagem”, ja aprovado por esta comissao e pela Comissdo de Etica para Andlise de
Projetos de Pesquisa do HCFMUSP- CAPPesq, sob numeros: (SDC 2946/07/021,
CAPPesq 0646/07, respectivamente), vigente até 02/2012,

Informo ainda, que este projeto estd sob a responsabilidade da Profa.
Dra. Luiza Guilhnerme Guglielmi, que & a orientadora do projeto de Mestrado agora
encaminhado e que serd executade por mim no Laboratério de Imunologia do Instituto do
Coragao.

Envio em anexo as copias das aprovacoes e o relatério parcial de
atividades do projeto.

Atenciosamente,

eSS, \}3\\5\\\}5 R

Karine Marafigo De Amicis
Aluna de Mestrado

De acordo:
sy G e (L u«jf{m\,
Dra. Luiza Guilherme Guglieln“i
Orientadora de Mestrado
Programa de Pés-graduacio em Alergia e Imunopatologia
Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo

Av. Dr. Enéas de Carvalho Aguiar, 44 — Cerqueira César - CEP: 05403-900 - Sao Paulo - SP - Brasil .

Fone: (1133069-5000 - www incor.usp.br
oo

oy O \=
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UNIVERSIDADE DE SAC PAULO

INSTITUTO DE MEDICINA TROPICAL DE SAO PAULO

Av. Dr. Enéas de Carvalho Aguiar, 470

CEP 05403-000 - Sao Paulo - Brasil

Telefone:(35-11)3061-7066 ¢ 3064-5132 FAX: (55-11) 3064-5132 ¢ 3062-2174

Sao Paulo, 27 de fevereiro de 2008.

Ilmo. Sr.

Dr. Edilberto Postdl

Prezado Senhor:

Em reunidio realizada na presente data o Comité de Etica em Pesquisa do Instituto
de Medicina Tropical de Sdo Paulo (CEP-IMTSP) avaliou e aprovou, no que diz respeito
aos aspectos de natureza ética, o projeto de pesquisa classificado sob nimero 002/08,
intitulado “Avalia¢dio experimental da vacina contra o estreptococo beta hemolitico do
grupo A de Lancefield (Streptococcus pyogenes)”, a ser executado por Vossa Senhoria.

Atenciosamente

of. Dr. Pedro Paulo Chieffi

Coordenador do CEP-IMTSP
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ME
USY

COMITE DE ETICA EM PESQUISA

A CEUA do Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Medicina da Universidade de S3o Paulo, em sessio de 16 de Marco de 2011,
APROVOU o Protocolo de Pesquisa n°® 081/11 intitulado: “ANALISE “IN
VITRO” DA CAPACIDADE DE COBERTURA DA VACINA EM
DESENVOLVIMENTO CONTRA O S. PYOGENES.”, apresentado pela
COMISSAQ CIENTIFICA DO INCOR.

Cabe ao pesquisador elaborar e apresentar ao CEP-FMUSP, o
relatorio final sobre a pesquisa, (Lei Procedimentos para o Uso Cientifico de

Animais - Lei N° 11.794 -8 de outubro de 2008).

Pesquisador (a) Responsavel: Luiza Guilherme Guglielmi

Pesquisador (a) Executante: Karine Marafigo De Amicis

CEP-FMUSP, 16 de Marco de 2011.

Prof. Dr. Daniel Romero Mufioz
Vice—goordenador
Comité de Etica em Pesquisa

Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina

v N1ELRE
e-mail: cep fmusp@hcnet.usp br o E»lti\‘
’ RECE;BIDC
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6 RESULTADOS

6.1  Genotipagem das cepas de S. pyogenes

6.1.1 Frequéncia dos tipos M

O gene emm foi sequenciado em 176 amostras coletadas. Em seguida, as
sequéncias obtidas foram analisadas de acordo com o protocolo proposto pelo CDC e os
diferentes tipos M confirmados através da comparacdo das sequéncias obtidas com as
depositadas no banco de dados do CDC.

Das 176 amostras de estreptococo do grupo A de Lancefield sequenciadas,
identificamos 42 tipos M diferentes, como segue: M1, M3, M6, M8, M12, M22, M33,
M41, M49, M53, M57, M58, M59, M63, M64, M66, M68, M71, M73, M75, MT76,
M77, M78, M80, M85, M86, M87, M88, M89, M92, M94, M95, M101, M102, M108,
M115, M122, M44/61, st 204, st 2904, st 2940-2 e CL3765. Dentre estas, 0s tipos M
com frequéncia superior ou igual a 3% foram: M1 (20%), M87 (8%), M12 (7%) e M22,
M77 (6%), M6 (4%), M89, st 2904 e M75, (3%) Estes nove tipos M mais frequentes

somam 61% do total dos isolados (Figura 2).
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Figura 2- Frequéncia dos tipos emm encontrados. Frequéncias: M1 (20%), M87
(8%), M12 (7%) e M22, M77 (6%), M6 (4%), M89, st 2904 e M75, (3%)

6.1.2 Anticorpos anti-StreptInCor reconheceram as cepas M1 e M5

Através dos ensaios de Western blotting utilizando extrato de proteinas da
bactéri, foi possivel observar que os anticorpos anti-StreptinCor produzidos a partir da
imunizacdo de camundongos BALBI/c, sdo capazes de reconhecer tanto a proteina M5

(55 kDa) quanto a proteina M1 (54 kDa) em cada extrato total (Figura 3).
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Figura 3- Reatividade do pool de soros de camundongos BALB/c imunizados
com StreptInCor e controles contra extrato da proteina M1 e M5. Western Blotting
de (a). extrato da proteina M1, (b). extrato da proteina M5; Canaletas: 1. Marcador de
peso molecular, 2. Pool de soro Anti-M1, 3. Pool de soro pré-imune, 4. Pool de soro
controle, 5.Pool de soro Anti-StreptinCor. Pesos moleculares disponiveis em
http://www.uniprot.org/help/uniprotkb. O pool foi constituido por soro de 6 animais por

grupo.

6.2 Alinhamento das sequéncias da regido C- terminal da proteina

M de diferentes cepas de S. pyogenes

Sequéncias de aminoacidos da regido C-terminal da proteina M de 5 cepas de S.
pyogenes (M1, M5, M6, M12 e M87) foram coletadas em bases de dados e foi realizado
o0 alinhamento destas sequéncias com a sequéncia de aminoacidos do StreptinCor para
analise da identidade molecular das sequéncias (Figura 4). As sequéncias da regido

C-terminal das cepas M22 e M77 ndo estdo disponiveis em bancos de dados.
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Figura 4- Alinhamento de aminoacidos da regido C-terminal da proteina M de diferentes cepas de S. pyogenes com a sequéncia de
aminoacidos do StreptInCor. Sequéncias de aminoacidos da regido C-terminal das cepas M1, M5, M6, M12, M22 e M87 alinhadas com
a sequéncia de aminoécidos de StreptinCor. Porcentagem de identidade esta representada em vermelho. (*): residuos de aminoacidos
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E possivel observar que as sequéncias de aminoécidos da regido C-terminal das
proteinas M das cepas estudadas apresentaram em média 72% de identidade com a
sequéncia de aminodacidos do StreptinCor.

As cepas M1, M6 e M12 apresentam um bloco adicional de 7 aminoacidos
em suas sequéncias quando comparadas com a sequéncia de aminoacidos do
StreptInCor, e a M87 apresenta dois aminoacidos a menos do que a sequéncia do

StreptinCor.

6.3  Diferentes cepas de S. pyogenes foram neutralizadas pelo

anticorpo anti-StreptinCor

Anticorpos anti-StreptInCor de camundongos Swiss foram capazes de se ligar
as proteinas M das cepas M1, M5, M12, M22, e M87, com uma Mediana de
Intensidade de Fluorescéncia (MIF) 2 ou 3 vezes maior em comparacdo com 0S
controles, através do reconhecimento estrutural na proteina M intacta, na superficie

da bactéria (Figura 5).
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Figura 5- Neutralizacdo de diferentes cepas por anticorpos anti-StreptinCor. A analise da neutralizacdo das cepas M1,
M5, M12, M22 e M87 realizada por Citometria de fluxo; A Mediana de Intensidade de Fluorescéncia (MIF) obtida para cada
amostra de soro esta representada como um ponto de dados. Soro anti-StreptinCor (A); Soro controle (e); Valores de:
*P<0,5; **P< 0,1; ***P< 0,01; ****P< 0,001 (Mann-Whitney). Os dados sdo representativos de trés experimentos
independentes com soro de 9 camundongos da linhagem BALB/c por grupo
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6.4 Ensaio de inibicdo da adesdo/invasdo da cepa M1 a células da

linhagem HEp-2

Com o objetivo de testar a capacidade neutralizante e opsonizante dos
anticorpos produzidos através da imunizacdo de camundongos da linhagem Swiss com
avacina candidata StreptInCor, foram realizados ensaios de inibicdo “in vitro” da
adesdo/invasao da cepa M1 as células da linhagem HEp-2.

Pool de soros de animais imunizados com 100ug de StreptinCor foi capaz de
inibir a adesdo/invasdo da cepa M1 de S. pyogenes em até 70%, enquanto que pool de
soros de animais imunizados com 10ug de StreptinCor mostrou a capacidade de

inibicdo da adesdo/invasao de 45% (Figura 6).
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Figura 6- Percentual de inibicdo da capacidade de adesédo/invasdo da cepa M1 as
células HEp-2. Soro de camundongos Swiss imunizados com 10ug ou 100ug de
StreptInCor. Controle positivo: adesdo/invasdo maxima 1802 UFC
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Ao comparar a capacidade de inibicdo da adesdo/invasdo dos anticorpos
produzidos pela imunizacdo com StreptinCor em duas linhagens diferentes de
camundongo, inbred (BALB/c) e outbred (Swiss), observou-se que o numero de
bactérias que invadem ou aderem as células é praticamente 0 mesmo, com porcentagem

de inibicdo da adesdo/invasao de 45% (Figura 7).
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Figura 7- Percentual de inibicdo da adesdo/invasdo da cepa M1 as células HEp-2.
Contagem de UFC ap6s imunizagdo com 10 pg de StreptinCor comparados ao controle em
duas linhagens diferentes de camundongos (BALB/c e Swiss). Controle positivo:
adesdo/invasdo maxima 830 UFC

6.5 Ensaio de opsonofagocitose com células peritoneais

Anticorpos anti-StreptinCor de camundongos BALB/c e Swiss foram capazes de
opsonizar e induzir a morte por fagocitose das cepas M1, M5, M12, M22 e M87 na
presenca de uma fonte de sistema complemento (Figuras 8 e 9). A cepa M1 foi morta
por opsonizagao seguida de fagocitose por células peritoneais 20 minutos apds o ensaio

de opsonofagocitose como observado através de microscopia optica (Figura 10).
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Figura 8- Opsonofagocitose de S. pyogenes com células de camundongos da linhagem BALB/c. Opsonofagocitose das
cepas M1, M5, M12, M22 e M87 por anticorpos anti-StreptinCor de camundongos BALB/c (n=6) imunizados com 10ug de
StreptInCor ou controles. Cada ponto representa a contagem das UFC realizada na diluic&o de 10°. Soro anti-StreptinCor (A );
Soro controle (e); Soro pré-imune (€); Valores de: *P< 0,5; **P< 0,1; ***P< 0,01; ****P< 0,001 (Kruskal-Wallis)
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Figura 9- Opsonofagocitose de S. pyogenes com células de camundongos da linhagem Swiss. Opsonofagocitose das cepas M1,
M5, M12, M22 e M87 por anticorpos anti-StreptinCor de camundongos Swiss (n=6) imunizados com 10ug de StreptinCor ou
controles. Soro anti-StreptinCor (A); Soro controle (e);Soro pré-imune (¢); Valores de: *P< 0,5; **P< 0,1; ***P< 0,01;
****P< (0,001 (Kruskal-Wallis)
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Figura 10- Opsonofagocitose da cepa M1. Microscopia Optica da fagocitose e morte da cepa M1 dentro de células peritoneias de
camundongos Swiss, coradas com Instant-Prov. Aquisi¢do: oculares 10X, objetivas variaram de 20 a 40X. Flecha vermelha: S.
pyogenes fagocitado dentro da APC; Flecha preta: S. pyogenes; Flecha azul: S. pyogenes dentro do vacuolo digestivo da APC
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6.6  Avaliacdo de seguranca do StreptInCor por Western Blotting

Para avaliar a auséncia de anticorpos autorreativos, foi realizado Western blotting
com soro de camundongos BALB/c e Swiss imunizados com StreptinCor e extrato de
proteinas de valvula cardiaca mitral humana (Figura 11). N&o foi verificada a presenca de

anticorpos autorreativos contra proteinas do extrato de valvula cardiaca humana.
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Figura 11- Avaliacdo de seguranca. Através do Western blotting, ndo foram
observados anticorpos autorreativos contra o extrato de proteinas de valvula mitral
humana. a. Gel SDS-Page pds-transferéncia. b. Membrana de Western blotting.
Canaletas: 1. Marcador de peso molecular; 2. Anti-miosina humana; 3. Controle
isotipico; 4. Pool de soro pré-imune; 5. Pool de soros de camundongos BALB/c
controles; 6. Pool de soros anti-StreptinCor de camundongos BALB/c; 7. Pool de soros
de camundongos Swiss controles; 8. Pool de soros anti-StreptinCor de camundongos
Swiss. O pool foi constituido de soro de 6 camundongos por grupo
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7 DISCUSSAO

A prevaléncia das cepas de S. pyogenes no Brasil € pouco conhecida, devido a
dificuldades de obtencdo de amostras oriundas de infecgdes estreptocdcicas.
O levantamento dos tipos M prevalentes em cada regido € importante para o conhecimento
das cepas patogénicas e seu controle. Além disto, € uma ferramenta importante para
avaliar a capacidade de cobertura da vacina contra S. pyogenes em desenvolvimento.

Os resultados obtidos neste trabalho contribuem para o conhecimento da
distribuicdo das principais cepas de S. pyogenes envolvidas em infeccdes em pacientes
atendidos no Hospital das Clinicas de Sdo Paulo, que concentra pacientes oriundos de
diversas localidades de Séo Paulo.

Neste estudo, 176 amostras de S. pyogenes foram genotipadas possibilitando a
identificacdo de 43 tipos M diferentes. O tipo M mais freqlente entre as amostras
genotipadas foi o M1, representando 20% entre as cepas identificadas. Em seguida
aparecem 0 M87 (8%), M22, M12 (7%), M77 (6%), M6 (4%), M89, M75 e st 2904 (3%).

O sorotipo M1 é o mais frequentemente encontrado no mundo todo, corroborando
com os dados de identificacdo de cepas do presente trabalho (Steer et al, 2009c).

Dois outros estudos descreveram a distribuicdo dos tipos emm no Brasil.
Um deles foi um estudo prospectivo realizado em criancas de Brasilia e da Bélgica
simultaneamente. Em Brasilia, foram identificados 48 tipos M diferentes a partir de 128
amostras (Smeesters et al, 2006). Comparando-se com 0 presente estudo pode-se

observar diferengas em relagdo aos tipos M encontrados em S&o Paulo. No estudo
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realizado em Brasilia, as cepas M53, M22, M49, M58, M83 e M8 foram as mais
prevalentes (Smeesters et al, 2006), diferente de Sdo Paulo, onde a prevaléncia de M1,
M87, M22, M12, M77, M6 foi observada. Essas diferencas nos tipos M prevalentes em
cada regido sugerem a existéncia de diferencas nos padrdes genéticos, socioecondémicos
e ambientais presentes nas diferentes populacdes estudadas, contribuindo para
diferencas de susceptibilidade a infeccdo por cepas diversas.

Em comparacdo com os dados encontrados em Brasilia, nossos resultados também
diferem em relacdo ao sitio de infeccdo do qual as amostras foram isoladas. Amostras
isoladas em Séo Paulo, oriundas de infec¢des respiratorias e de pele correspondem a 36% e
em Brasilia correspondem a 61,5%. Fatores como clima, tratamento com antibiéticos,
situacdo socio-econdémica, imunidade populacional e susceptibilidade genética da
populacdo provavelmente estdo envolvidos na frequéncia das diferentes cepas e devem ser
considerados em estudos comparativos entre diferentes populaces.

Interessantemente, os resultados obtidos em um estudo na Bélgica (Smeesters et
al, 2006) mostram uma maior semelhanca com os resultados obtidos neste estudo, tendo
como as cepas mais frequentes a M6, M1, M12, M89, M4 e M3.

Na cidade de Salvador, foram genotipada 238 amostras isoladas de criangas
que moravam em comunidades carentes e foi feita a compara¢do com os tipos emm
isolados de criangas que moravam em comunidades ricas (Tartof et al, 2010).
Dentre 144 amostras de GAS isoladas de criangas que moravam em comunidades
carentes foram identificados 53 diferentes tipos emm; enguanto que nas 94 amostras
isoladas das criangas vindas das comunidades ricas foram identificados 36 tipos emm
diferentes. Estes resultados sugerem que a diversidade de cepas de S. pyogenes pode
ser influenciada por fatores locais como melhores condi¢des de saneamento basico e

tratamento médico. Nas duas populacdes, as cepas mais prevalentes foram a M12,
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M87, M49.3, e 27G.0 (Tartof et al, 2010), apresentando similaridades com os achados
deste estudo.

Também em conformidade com os resultados deste trabalho, as cepas M1, M87
e M12 sdo descritas como as mais frequentes em estudos realizados em diversos paises.
Em um estudo realizado na China com amostras de S. pyogenes isoladas de infeccGes
invasivas e ndo-invasivas, em dois periodos distintos, encontrou-se uma freqtiéncia
elevada de cepas M1 e M12 em ambos os periodos estudados (Ma et al, 2009). Em um
estudo realizado na Roménia nos anos de 2003 e 2004, o mesmo foi observado
(Luca-Harari et al, 2008a). Em Barcelona, na Espanha, foi realizado um estudo com
amostras isoladas no periodo de 1999 a 2003, e a cepa M1 foi a cepa mais
frequentemente identificada nestas amostras, seguida de M3, M4 e M12 (Rivera et al,
2006). Na Alemanha (Imohl et al, 2010) e na Dinamarca (Meisal et al, 2010) a cepa M1
também esté entre as mais frequentes, além de M12 e M89.

Em um estudo realizado na Noruega foram observados 37 tipos M diferentes a
partir de 292 amostras analisadas e os tipos M mais prevalentes foram M1, M28, M3,
M12 e M89 (Meisal et al, 2010). J& na Alemanha, em 586 amostras analisadas foram
identificados 49 tipos M diferentes, sendo os mais freqiientes M28, M1, M82, M12, M4,
M3, M 87, M89 e M6 (Imohl et al, 2010).

Em relacdo a oligoclonalidade das cepas, nossos resultados contrastam com 0s
encontrados em Bruxelas onde se vé uma distribuicdo oligoclonal com apenas 20 tipos
M diferentes, tipica de paises ocidentais ricos (Shulman et al, 2004). Em S&o Paulo e
Brasilia a distribuicdo dos tipos M mostra policlonalidade, com 42 e 48 tipos M
diferentes identificados respectivamente. A policlonalidade ocorre em lugares onde ha
migracdo massiva recente, como a observada em Brasilia, provavelmente decorrente do

rapido desenvolvimento em 50 anos (Smeesters et al, 2006).
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A diferenca no desenvolvimento regional existente entre Sdo Paulo, Brasilia e
Salvador pode explicar diferencas nos tipos emm encontrados entre as regides, ou seja, as
pressdes seletivas existentes entre paises desenvolvidos e em desenvolvimento assim como
diferencas regionais no mesmo pais favorecem a evolucéo genética dos tipos emm.

Baseado nos estudos de frequéncia e prevaléncia das cepas de S. pyogenes no
mundo e no banco de dados de sequéncias de tipos emm do CDC pode se concluir que a
diversidade de cepas € muito significativa e uma vacina candidata contra S. pyogenes
deve garantir protecdo contra o maior nimero de cepas possivel.

A vacina contra S. pyogenes em desenvolvimento em nosso grupo (StreptinCor)
foi desenhada a partir de sequéncias de aminoacidos da regido conservada (C-terminal)
da proteina M e os testes preliminares indicam que a vacina pode ter uma ampla
cobertura entre as cepas mais freqlientes no mundo por reconhecé-las cruzadamente.

Através dos ensaios de Western blotting observamos que a imunizacdo com
StreptInCor foi capaz de promover a producao de anticorpos dirigidos a epitopos da regido
C-terminal da proteina M5 capazes de reconhecer regides conservadas cruzadamente na
proteina M1, resultado favoravel a capacidade de protecdo do StreptinCor.

Além de ter ampla cobertura frente as cepas, uma vacina deve promover a
producdo de anticorpos neutralizantes/opsonizantes, que sdo importantes linhas de
defesa contra microorganismos extracelulares. Através dos ensaios de inibicdo da
adesdo/invasdo, opsonofagocitose e ligacdo pode-se verificar a producdo de anticorpos
neutralizantes/opsonizantes especificos ao StreptinCor, indicando grande potencial de
protecéo.

O S. pyogenes tem a capacidade de aderir as celulas da orofaringe, para
coloniza-las e invadi-las, através de proteinas e adesinas presentes tanto na sua

superficie como nas células humanas (Bisno et al, 2003). A proteina M é um
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importante superantigeno da bactéria e possui a capacidade de atuar como adesina
(Smeesters et al, 2010). Visto que o StreptinCor é um peptideo sintético desenhado a
partir da regido conservada da proteina M5, os anticorpos formados em resposta a
vacina deverdo ser capazes de se ligar cruzadamente a esta mesma regido conservada
das proteinas M de diferentes cepas de S. pyogenes, neutralizando a sua funcdo de
adesina ou promovendo a opsonizacdo das bactérias para facilitar a fagocitose pelas
células apresentadoras de antigenos.

Ao compararmos a capacidade de inibicdo da adesdo/invasdo dos anticorpos
produzidos pela imunizacdo em camundongos BALB/c com 10 ou 100ug de
StreptInCor observamos que o efeito de neutralizacdo ou opsonizacdo capaz de inibir a
adesdo/invasao da cepa M1 é dose-dependente. Bactérias tratadas com soro dos animais
imunizados com 100ug de StreptInCor apresentaram 70% de inibicdo da adeséo/invasao
enguanto que em bactérias tratadas com soro proveniente da imunizacdo com 10ug de
StreptInCor esta inibicao foi de 45%, ambas em relacdo ao tratamento das bactérias com
SOro pré-imune.

Como demonstrado em trabalhos anteriores, soros de individuos saudaveis que
ja tiveram contato com S. pyogenes e sdo reativos ao StreptInCor (Guilherme et al,
2006b), bem como de animais imunizados com o agente vacinal, foram capazes de
inibir “in vitro” a adesdo e a invasdo bacteriana das cepas M1, M6, M44/61, M87, M71
e M22 (Guilherme et al, 2009).

Os resultados da identificacdo das varias cepas avaliadas neste trabalho, total de 43,
possibilitard a avaliacdo da amplitude da cobertura vacinal pelo StreptinCor. A cepa M1,
uma das mais frequentes e altamente virulenta, também foi utilizada em ensaios de desafio
em camundongos pdés-vacinagdo com o StreptinCor. Camundongos imunizados com

StreptinCor apresentaram taxa de sobrevida de 100% em comparacdo com animais
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controles que apresentaram taxa de sobrevida de 40% em até 21 dias (Postol et al, 2013).
Em ensaios com camundongos transgénicos para as moléculas HLA de classe 11, pode ser
observada alta producdo de anticorpos especificos e auséncia de reacGes autoimunes em
varios orgaos analisados em até 1 ano (Guerino et al, 2011b).

A capacidade de reconhecimento cruzado do sitio de ligacdo dos anticorpos
opsonizantes/neutralizantes na proteina M em sua estrutura tridimensional na superficie
da bactéria foi analisada através de ensaios de Citometria de fluxo. Foram realizados
ensaios de ligacdo de anticorpos do soro dos animais imunizados a bactéria intacta e
observamos que 0s anticorpos produzidos pela imunizacdo com StreptinCor
reconheceram sitios de ligacdo na superficie da bactéria tanto na proteina M5 quanto
nas proteinas M1, M12, M22 e M87 em sua estrutura tridimensional. O reconhecimento
destas proteinas reforca a capacidade do StreptinCor de neutralizar as cepas mais
prevalentes, uma vez que reconheceu cruzadamente as regides conservadas de proteinas
diferentes daquela na qual o seu desenho foi baseado.

Foram realizados ensaios de opsonofagocitose com células peritoneais de
camundongos BALB/c e Swiss e cepas de S. pyogenes para que pudesse ser analisada a
capacidade de interag&o entre os anticorpos produzidos pela vacina¢do com StreptinCor e as
células fagociticas do sistema imunoldgico, levando a opsonizagdo e morte da bactéria.

Nos ensaios com células peritoneais de camundongos da linhagem BALB/C e
Swiss pode-se observar que houve opsonizacdo e morte das cepas que foram tratadas
com soro de camundongos imunizados com 10ug de StreptinCor quando comparamos
com cepas tratadas com soro de camundongos controles, indicando a presenca de
anticorpos opsonizantes especificos e efetivos.

Com o intuito de verificar se as cepas de S. pyogenes realmente foram mortas

por opsonizacgdo seguida de fagocitose, laminas de microscopia foram montadas apés o
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ensaio de opsonofagocitose e pode-se observar que as bactérias da cepa M1 foram
digeridas e mortas dentro das APC , 20 minutos apds o ensaio de opsonofagocitose com
células e camundongos da linhagem Swiss.

Sequéncias de aminoacidos da regido C-terminal da proteina M de diferentes
cepas de S. pyogenes foram coletadas em bases de dados (GeneBank, Swissprot, NCBI)
e foi realizado o alinhamento destas sequéncias com a sequéncia de aminoacidos do
StreptInCor. Preliminarmente, € possivel observar que as sequéncias de aminoacidos da
regido C-terminal das proteinas M das cepas M1, M5, M12, M22 e M87 apresentaram
em média 72% de identidade com a sequéncia de aminoacidos do StreptIinCor. As cepas
M1, M6 e M12 apresentam um bloco adicional de 7 aminoacidos em suas sequéncias
guando comparadas com a sequéncia de aminoacidos do StreptinCor, e a M87 apresenta
dois aminoacidos a menos do que a sequéncia do StreptInCor. Essas diferencas parecem
ndo interferir no reconhecimento destes antigenos, como observado nos ensaio de
opsonofagocitose.

A predicdo de ligacdo da sequéncia de aminoacidos da regido C-terminal das
cepas M1, M5, M6, M12 e M87 com diferentes moléculas HLA de classe 1l mostrou
que as possibilidades de reconhecimento/processamento das proteinas M e ligacdo aos
bolsdes de diferentes moléculas HLA de classe Il estdo de acordo com estudos
anteriores realizados com o StreptInCor (Guilherme et al, 2011a).

O desenvolvimento de uma vacina contra o S. pyogenes que combata diferentes
cepas e que nao cause autoimunidade trara inimeros beneficios para a satde humana,
prevenindo ndo s6 infeccbes estreptococicas, como sequelas destas estreptococcias
(Glomerulonefrite e Febre reumatica), de uma forma mais efetiva e duradoura do que o

tratamento tradicional atualmente utilizado.
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Foram muitas as abordagens de vacinas baseadas no uso da proteina M como
indutora de imunidade protetora testadas ao longo dos anos, porém os resultados nao
foram satisfatorios (Steer et al, 2009a).

Os modelos de vacinas de proteina recombinante com base na por¢do N-terminal
(cepa-especifica) da proteina M que continham os sorotipos mais prevalentes nos EUA,
entraram em ensaios clinicos de fase I e Il (McNeil et al, 2005). Os ensaios clinicos
foram interrompidos e uma nova abordagem, agora com base em 30 sorotipos esta
sendo testada (Dale et al, 2011). Diante disso, € possivel observar que o0 nimero de
cepas que deverao ser utilizadas para a construcdo de vacinas baseadas na regido N-
terminal da proteina M podera variar, ja que existem diferentes cepas de S. pyogenes
mais prevalentes em cada regido. Além dos modelos de vacinas mencionados, estdo em
desenvolvimento 8 (oito) modelos de vacinas antiestreptocdcicas que sdo baseados em
outros antigenos que nédo a proteina M (Pandey et al, 2012; Steer et al, 2009b).

O StreptinCor é um modelo de vacina desenvolvido a partir da regido C-terminal da
proteina M e tem se mostrado seguro até o momento, ndo desencadeando reacdes
autoimunes. Os resultados dos estudos “in vitro” com o StreptinCor se mostram
promissores porque induzem imunidade segura contra diferentes cepas de S. pyogenes.
Além disso, o peptideo vacinal pode ser reconhecido por diversas moléculas HLA de classe
I1, 0 que o torna um candidato a vacina para uso universal (Guilherme et al, 2011a).

Os anticorpos opsonizantes/neutralizantes anti-StreptinCor n&o induziram
reacOes cruzadas contra extrato de proteinas de valvula cardiaca humana indicando a
auséncia de anticorpos de reacdo cruzada. Estes resultados corroboram com resultados
do estudo com camundongos transgénicos para as moléculas HLA de classe Il
imunizados com StreptInCor, ja que também ndo foram observadas lesfes autoimunes

em diversos orgaos analisados (Guerino et al, 2011a).
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8 CONCLUSAO

A capacidade do StreptInCor em induzir uma potente resposta humoral em
modelo animal, com producdo de anticorpos neutralizantes/opsonizantes contra diversas
cepas do S. pyogenes, bem como a seguranca da vacina candidata foi fortemente
evidenciada pelos resultados obtidos neste trabalho.

Pontualmente, foi possivel concluir:

e A imunizacdo com StreptinCor produz anticorpos neutralizantes/opsonizantes,
com alta capacidade de induzir a fagocitose de diversas cepas de S. pyogenes,
indicando que a vacina candidata tem potencial de prevenir infeccfes

estreptocdcicas e suas sequelas;

e A capacidade de cobertura do StreptinCor é em média de 71% frente as
diversas cepas de S. pyogenes, indicada pela homologia entre as sequéncias

de aminoéacidos das proteinas M de cada cepa;

e StreptinCor ndo induz a produgéo de anticorpos que tenham capacidade de
reagir cruzadamente com proteinas derivadas do tecido cardiaco, indicando

gue o imundgeno € seguro e ndo tem o potencial de induzir autoimunidade.
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