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RESUMO

Rivillas CS. Desenvolvimento de vacinas proteicas contra Streptococcus pneumoniae:
caracterizacdo dos componentes adjuvantes da vacina celular pertussis e analise de
novas combinacgdes. [Tese (Doutorado em Biotecnologia)]. Sdo Paulo: Instituto de
Ciéncias Biomédicas, Universidade de Séo Paulo; 2015.

Streptococcus pneumoniae (pneumococo) é uma bactéria gram positiva, responsavel por
doengas graves como pneumonia, meningite e septicemia que causam a morte de cerca de 1
milh&o de criangas menores de 5 anos, a cada ano, no mundo todo. Diversos grupos de pesquisa
tém buscado o desenvolvimento de vacinas baseadas em antigenos proteicos como alternativas
as vacinas atuais, baseadas em polissacarideos capsulares, que induzem protegdo apenas contra
sorotipos presentes nas formulagfes. Em trabalhos prévios, 0 nosso grupo demonstrou o
potencial protetor de uma formulagcdo vacinal composta pela proteina A da superficie de
pneumococo (PspA), usando a vacina celular pertussis (WP, que é parte da vacina triplice contra
difteria, tétano e pertussis, DTPw) como adjuvante. Os resultados mostraram que a inducao de
altos niveis de anticorpos e a protecdo de camundongos, submetidos a diferentes desafios com
pneumococo, ndo é dependente da agdo adjuvante do lipopolissacarideo presente na wP. Neste
trabalho, os componentes de B. pertussis envolvidos na atividade adjuvante em combinacao a
PspA do clado 5 (PspA5) foram avaliados através do uso de mutantes de B. pertussis com baixa
expressao ou auséncia de fatores de viruléncia, ou de alguns componentes purificados da
bactéria. Os resultados mostraram que a imunizagdo de camundongos com as formulagdes
contendo a toxina pertussis (PT), tanto através da combinagdo de PspA5 a B. pertussis
selvagens, ou a PT purificada, induziram os niveis mais altos de anticorpos anti-PspA5 e
protecédo significativa contra o desafio letal com pneumococo. Através do uso do OligB, uma
subunidade de PT que ndo apresenta atividade enzimatica, foi possivel observar que a acdo
adjuvante ndo depende desta atividade. O papel da IgG anti-PspA5 na prote¢do induzida pela
vacina PspA5-wP foi avaliado através de diferentes experimentos. A imunizagdo de
camundongos “knockout”, defectivos para maturagdo de linfocitos B, com PspA5-wP, ndo
conferiu protecdo aos animais contra o desafio letal por pneumococo. Experimentos de
imunizagdo passiva com soro ou IgG purificada, derivados de animais imunizados com PspA5-
wP, demonstraram o papel protetor da IgG anti-PspA5 neste modelo. Além disso, a imunizagéo
passiva de camundongos com o fragmento (Fab’)? de IgG, responsavel pelo reconhecimento do
antigeno, nédo foi capaz de proteger os animais contra o desafio por pneumococo. Este resultado
indica a importancia da porcdo Fc do anticorpo, responsavel pela ligacdo a componentes do
sistema complemento. Apesar dos altos niveis de IgG anti-PSpA5 nos animais imunizados com
PspA5-wP, a sobrevivéncia foi abolida ap6s a deplecdo de proteinas de complemento durante o

desafio. Por fim, a vacina BCG, testada como adjuvante em combinacéo a PspAb, néo alterou



significativamente a resposta ao antigeno. Entretanto, experimentos de dose-refor¢o, utilizando
BCG e DTPw combinados a PspAb5, apresentaram resultados promissores, induzindo altos
niveis de anticorpos anti-PSpA5 e protecdo contra o desafio invasivo por pneumococo. Os
resultados deste trabalho confirmam o potencial uso de vacinas celulares, aprovadas para uso
humano, como adjuvantes para PspA. Além disso, contribuem para a compreensdo dos
mecanismos adjuvantes de B. pertussis e dos mecanismos envolvidos na prote¢cdo de vacinas
compostas pelo antigeno PspA.

Palavras-chave: Streptococcus pneumoniae. PspA. Bordetella pertussis. Vacinas.

Anticorpos. Sistema complemento.



ABSTRACT

Rivillas CS. Development of protein vaccines against Streptococcus pneumoniae:
characterization of the adjuvant components of the cellular pertussis vaccine and
analyze of new vaccine combinations. [Ph. D. thesis (Biotechnology)]. Sdo Paulo:
Instituto de Ciéncias Biomeédicas, Universidade de S&o Paulo; 2015.

Streptococcus pneumoniae (pneumococcus) is a gram-positive bacterium that causes
serious diseases such as pneumonia, meningitis and septicemia and causes the death of
about 1 million children under 5 years, every year, worldwide. Several research groups
have sought to develop vaccines based on protein antigens as alternative to current
vaccines, which are based in capsular polysaccharide, that induce protection only to
serotypes present in the formulations. In previous works, our group demonstrated the
protective effectof a vaccine composed by the pneumococcal surface protein A (PspA),
using the cellular pertussis vaccine (wP, a part of the trivalent vaccine against
diphtheria, tetanus and pertussis, DTPw) as adjuvant. The results showed that the
induction of high levels of antibodies and the protection of mice, submitted to different
challenges with pneumococci, were not dependent of the adjuvant effect of the
lipopolysaccharide contained in wP. In this work, the B. pertussis components involved
in the adjuvant activity when combined with PspA from clade 5 (PspA5) were evaluated
through the use of mutants from B. pertussis with low expression or absence of
virulence factors, or the use of purified components from the bacterium. The results
showed that the immunization of mice with the formulations containing pertussis toxin
(PT), by combination of both wild type B. pertussis or purified PT with PspA5, induced
the highest levels of anti-PspA5 antibodies and significant protection against the
pneumococcal lethal challenge. Through the use of OligB, the non-toxic PT subunit, it
was possible to determine that the adjuvant activity is not dependent on the enzymatic
activity of the toxin. The role of anti-PspA5 IgG on protection induced by the PspA5-
wP vaccine was evaluated through different experiments. Immunization of knockout
mice, defective for the maturation of B lymphocytes, with PspA5-wP, did not confer
protection to mice against the pneumococcal lethal challenge. Experiments of passive
immunization with sera or purified 1gG, derived from animals immunized with PspA5-
wP, demonstrated the protective activity of anti-PspA5 1gG in this model. In addition,
passive immunization of mice with the 1gG fragment responsible for the recognition of

the antigen, (Fab")2, dis not to protect the animals against the pneumococcal challenge.



This result indicates the importance of the Fc fragment, responsible by the binding to
complement system components. Despite the high levels of anti-PspA5 1gG in mice
immunized with the PspA5-wP vaccine, survival was abolished after the depletion of
the complement proteins during the challenge. Finally, the BCG vaccine, tested as
adjuvant in combination with PspAb, did not alter significantly the response to the
antigen. However, prime-boost experiments, using BCG or DTPw combined to PspAb5,
presented promising results, inducing high levels of anti-PSpA5 antibodies and
protection against the pneumococcal invasive challenge. These results confirm the
potential use of cell vaccines, approved for use in humans, as adjuvants for PspA. In
addition, they contribute to the understanding of the adjuvant mechanisms of B.
pertussis and the mechanisms involved in the protection stimulated by vaccines

composed by the PspA antigen.

Keywords: Streptococcus pneumoniae. PspA. Bordetella pertussis. Vaccines. Antibodies.

Complement system.
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PBS: Tampéo fosfato-salino

PCR: Reagdo em cadeia da polimerase

PCV: Vacina polissacaridica conjugada

PPV: Vacina polissacaridica

PRN: Pertactina

PS: Polissacarideo capsular

PspA: Proteina A de superficie de pneumococo

PT: Toxina pertussis

PT-RE: Toxina pertussis sem atividade enzimatica

RGD: Arginina-Glicina-Aspartato

s.c.: Subcuténea

SDS: Dodecil Sulfato de Sédio

Sm28GST: Antigeno de Schistosoma mansoni fusionado a glutationa S transferase
SS: Meio liquido de cultivo para B. pertussis — Steiner & Scholte
Str: Estreptomicina

S1-S5: Subunidades da PT

THY: Meio Todd-Hewitt acrescido de extrato de levedura

TLR: Receptor tipo Toll

UFC: Unidades Formadoras de Colonia

WP: Vacina celular Bordetella pertussis.

wPLow: Vacina cellular Bordetella pertussis com baixa concentracdo de LPS.

UMT/: Linhagem de camundongo que apresenta deficiéncia na maturagéo de células B.
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1 Introducéo

Streptococcus pneumoniae (pneumococo) € uma bactéria gram-positiva
encapsulada que em circunstancias normais mantém um relacionamento comensal com
0 hospedeiro, mas, eventualmente, pode invadir sitios normalmente estéreis causando
doengas como a pneumonia, meningite, bacteremia, otite media e sinusite (Klein, 1981;
Weiser, 2010). O pneumococo é considerado como uma das bactérias de maior
importancia clinica que acomete principalmente criangas, idosos e pacientes em
condi¢cdes médicas cronicas ou imunossuprimidos (O'Brien, Wolfson, 2009). Uns dos
motivos pelos quais é dificil estabelecer um tratamento efetivo contra a bactéria é o
crescimento da resisténcia a diversos antibidticos, como penicilina, tetraciclina,
eritromicina, cloranfenicol e até mesmo as cefalosporinas de terceira geragdo (Kim,
Song, 2012; Moyo, Steinbakk, 2012).

Mais de 90 sorotipos ja foram classificados de acordo com as diferencas na
composi¢do quimica do polissacarideo que compde a capsula, e, entre eles, mais de 20
ja foram associados a doencas (Dagan, 2009; O'Brien, Wolfson et al., 2009). A capsula
polissacaridica € o principal fator de viruléncia do pneumococo, auxiliando no escape a
fagocitose por células do hospedeiro (Kadioglu, Weiser, 2008). Entretanto, pouca ou

nenhuma reatividade cruzada é observada entre os polissacarideos capsulares.

As vacinas comercialmente disponiveis, constituidas por polissacarideos
capsulares (PS), apresentam limitacdes como alto custo de producéo, limitada cobertura
de sorotipos ou baixa imunogenicidade nos grupos com mais alto risco de adquirir
doencas pneumocdcicas. A vacina Pneumovax 23 (Merck S.A., Rio de Janeiro, RJ.,
Brasil), licenciada na década de 80, é composta por polissacarideos capsulares de 23
sorotipos. A producdo desta vacina é dispendiosa, pois envolve a fermentacdo das 23
cepas de pneumococo e purificacdo dos seus polissacarideos. Alem disso, por ser
composta por polissacarideos livres, que ndo sdo capazes de ativar respostas de células
T, esta vacina ndo é eficaz em criangas menores de dois anos de idade e apresenta
eficacia reduzida em idosos, dois grupos de risco para as doencas pneumocdcicas. Em
2000, foi licenciada nos Estados Unidos a primeira vacina conjugada contra

pneumococo (Prevnar-PCV7, Wyeth Pharmaceuticals, Philadelphia, PA), composta por
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PS de 7 sorotipos de pneumococo prevalentes nos Estados Unidos, conjugados ao
toxdide diftérico CRM197. Por ter um componente proteico, esta vacina induz
imunidade em criangas menores de dois anos e em idosos, mas apresenta cobertura
limitada que varia de acordo com sorotipos circulantes nas diferentes partes do mundo.
A estimativa de cobertura desta vacina, feita em estudos com isolados dos anos 1977 —
1989 e 1990 — 2000, foi de aproximadamente 39% dos sorotipos patogénicos na Africa,
48% na Asia e 53.4% na América Latina e o Caribe e 52% para o Brasil. (Brandileone,
de Andrade, 2003; Webster, Theodoratou, 2011). Versdes novas de vacinas conjugadas,
contendo polissacarideos de 10 ou 13 sorotipos foram recentemente licenciadas em
diferentes partes do mundo e aumentam consideravelmente a cobertura contra os
sorotipos causadores de doencas (PCV10, Glaxo Smithkline e PCV13, Wyeth
Pharmaceuticals). Em 2010, a PCV10 foi introduzida no calendario Brasileiro de
imunizaces, sendo indicadas 4 doses para criancas a partir dos dois meses de idade. As
estimativas de cobertura no Brasil variam entre aproximadamente 60% e 76%, de
acordo com o tipo de amostra e faixa etéria analisada (Franco, Andrade, 2010; de,
Campos, 2011).

Uma vez que o alvo vacinal usado para o combate do pneumococo de forma
sorotipo especifica é a capsula, existem dois importantes eventos possiveis de acontecer
como efeito da vacinacdo: 1) troca capsular (do inglés, capsularswitching), ocorrendo
quando sdo trocados 0s genes que codificam para um sorotipo, mediante 0s processos
de transformacéo e recombinacéo, por outro tipo capsular (Brueggemann, Pai, 2007). O
aspecto mais preocupante na ocorréncia deste evento € a troca de um sorotipo vacinal
por um ndo vacinal, ja que isto facilita a ocorréncia de doencas causadas por sorotipos
que “escapam” da vacina. 2) substituicdo de sorotipo (do inglés, serotype replacement),
refere-se & diminuicdo na prevaléncia de sorotipos que sdo incluidos na vacina,
acompanhada por um aumento correspondente de sorotipos ndo incluidos na vacina, que
preenchem o nicho ecoldgico primeiramente ocupado pelos sorotipos vacinais
(Brueggemann, Pai et al., 2007). Em concordancia com isto, atualmente alguns estudos
tém demonstrado que apds a introducdo da vacina PCV7 em diferentes paises houve um
aumento de doencas causadas por sorotipos ndo presentes nas vacinas (Weinberger,
Malley, 2011; Falup-Pecurariu, 2012). Por este motivo, acredita-se que a substituicao
dos sorotipos pela pressdo seletiva exercida pela imunizacdo podera ocorrer também

com as vacinas compostas por 10 ou 13 polissacarideos. Recentemente foi publicado
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um estudo conduzido no hospital universitario da Universidade de S&o Paulo que
compara a incidéncia de doengas pneumocacicas invasivas, distribuicdo e resisténcia a
antibioticos antes (janeiro 2006 — junho 2010) e ap6s (julho 2010 — setembro 2012) a
introducdo da vacina PCV10 no programa de imunizacdo nacional brasileiro (Dos
Santos, Passadore, 2013). A incidéncia de doencas pneumocdcicas invasivas a cada
1000 criangas menores de dois anos apresentou uma reducdo significativa de 20.30 a
3.97 (80%). Para o grupo de criancas entre os 2 e 15 anos, a reducdo foi de 2.81a 0.97 e
para 0 grupo com mais de 15 anos a incidéncia foi inalterada, de 1.72 a 3.16 casos a
cada 1000 individuos. Estes dados mostram um efeito significativo da vacinacdo na
reducdo destas doencas. Entretanto, antes da inclusdo da vacina 0s sorotipos mais
frequentemente isolados foram o 14, 5, 6B, 12F e 1 e, ap6s a introducdo da vacina, os
sorotipos mais frequentemente isolados foram o 7F, 8, 12F e 3. Assim, o trabalho
sugere que a mudanca da prevaléncia dos sorotipos pode ser um efeito observado
também para a vacina PCV10. Novas alternativas que ajudem a contornar estes
problemas ndo s6 no Brasil, como no mundo todo sdo necessarias. Entre elas, o
desenvolvimento de vacinas baseadas em antigenos proteicos tem sido estudado por

diversos grupos (Miyaji, Oliveira, 2013).

Estudos de possiveis candidatos a antigenos protetores contra 0 pneumococo tém
identificado muitas proteinas que podem ser usadas como componentes vacinais (Tai,
2006; Kadioglu, Weiser et al., 2008; Miyaji, Oliveira et al., 2013). Entre eles, a Proteina
A da Superficie de Pneumococo (PspA) é possivelmente a mais estudada.

1.1 Proteina A da superficie de pneumococo (PspA) como candidato vacinal

A PspA € constituida por 5 dominios: um peptideo sinal, um dominio a-hélice,
variavel tanto no comprimento como na sequéncia de aminoacidos, uma regido rica em
prolina que se prolonga até a parede celular, um dominio de ligacéo a colina que ancora
a proteina a superficie celular e, por dltimo, a cauda C-terminal de 17 aminoacidos
hidrofobicos (Hollingshead, Becker, 2000) (Figura 1). A regido N-terminal esta exposta
na superficie da bactéria e anticorpos produzidos contra esta por¢cdo sdo protetores
(McDaniel, Ralph, 1994). Entretanto, esta regido apresenta variabilidade antigénica e foi

usada por Hollingshead e colaboradores para o agrupamento das moléculas. De acordo
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com a similaridade na sequéncia de aminoacidos da regido CDR (do inglés “clade
defining region”) presente no final da porcdo N-terminal, as PSpAs foram agrupadas em
6 clados, os quais, por sua vez, foram agrupados em trés familias. A familia 1 é
composta pelos clados 1 e 2, a familia 2 pelos clados 3, 4 e 5 e a familia 3 pelo clado 6
(Hollingshead, Becker et al., 2000). A distribuicdo de PspA nos isolados de
pneumococo de diferentes partes do mundo é similar, sendo que aproximadamente 50%
dos isolados expressam PspAs da familia 1 e 50% expressam PspAs da familia 2. Os
PspAs da familia 3 estdo raramente presentes (Vela Coral, Fonseca, 2001; Brandileone,
Andrade, 2004; Hollingshead, Baril, 2006; Pimenta, Ribeiro-Dias, 2006). Em geral,
anticorpos produzidos contra PspA sdo capazes de reconhecer moléculas da mesma
familia (Tart, McDaniel, 1996), sugerindo que composi¢des vacinais compostas por um
PspA da familia 1 e um PspA da familia 2 seriam potencialmente capazes de proteger
contra a grande maioria de isolados de pneumococo. Mais recentemente, foram isoladas
duas moléculas de PspA, uma do clado 4 e outra do clado 5, que foram capazes de
induzir anticorpos com reatividade abrangente, que reconhecem PspAs de familias
heter6logas, expressos por diferentes isolados de pneumococo (Darrieux, Moreno,
2008; Moreno, Oliveira, 2010). Estas observacdes tém grande importancia para o
desenvolvimento de vacinas compostas por PspA, ja que analises de sequenciamento de
mais de 200 isolados mostraram a plasticidade do genoma da bactéria em resposta a
pressdes do sistema imune e intervencdes clinicas, como o uso de antibioticos e vacinas.
Estes estudos apontam o locus do pspA como uma regido de altos indices de
recombinacdo, sugerindo que mutacdes podem surgir ap6s a introducdo de vacinas

baseadas neste antigeno (Croucher, Harris, 2011).

Um dos mecanismos pelo qual a PspA participa na viruléncia do pneumococo ¢ a
capacidade de se ligar a apolactoferrina presente nas secre¢des de mucosas, inibindo
assim, sua atividade bactericida (Shaper, Hollingshead, 2004). Além disso, a expressao
da PspA na superficie do pneumococo inibe a deposicdo do componente C3b na
bactéria, facilitando o escape do sistema imune (Tu, Fulgham, 1999; Ren, McCrory,
2004). Anticorpos anti-PspA sdo capazes de reverter a inibicdo da deposicdo do
complemento (Ren, Szalai, 2004), mediando, desta forma a opsonizacdo e fagocitose
(Ren, Li, 2012).
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Figura 1. Representacdo esquematica da proteina PspA de Streptococcus pneumoniae e

seus dominios.

PspA tem sido amplamente estudada como candidato vacinal. Diferentes
formulacGes vacinais baseadas em PspA se mostraram eficazes em modelos animais de
infeccdo pneumocdcica. Estas estratégias vacinais incluem sistemas de entrega e
apresentacdo de antigenos, combinacGes com adjuvantes e diferentes vias de inoculagdo
(Miyaji, Oliveira et al., 2013). Em um estudo recente, nanoparticulas constituidas por
polianidrido foram usadas para encapsular PspA. A proteina encapsulada preservou a
capacidade de ligacdo a apolactoferrina e inibicdo de sua atividade bactericida. Este
sistema, quando administrado em camundongos pela via subcuténea, foi capaz de
estimular altos niveis de anticorpos anti-PSpA com alta avidez no reconhecimento do
antigeno. (Haughney, Petersen, 2013). Em uma estratégia similar PspA foi encapsulado
em nano-gel e administrado por via nasal em camundongos (Kong, Sato, 2013). A
imunizacdo foi capaz de induzir altos niveis de 1gG anti-PspA circulantes e IgA anti-
PspA no trato respiratorio dos animais. Esta vacina conferiu protecdo dos camundongos

contra um desafio letal com S. pneumoniae.

Estudos com vacina de DNA e adjuvantes combinados a PSpA recombinante
foram importantes para determinar a qualidade da resposta imune efetora. Vacinas de
DNA expressando PspA, apesar de ndo induzirem niveis de anticorpos tdo altos quanto
a PspA recombinante combinada ao adjuvante hidréxido de aluminio, sdo capazes de
direcionar a resposta imune para o tipo Thl, com uma proporcdo equilibrada dos
subtipos de IgG, 1gG1 e IgG2a, além da secrecdo de IFN-y. A presenca de 1gG2a no
soro favorece a deposicdo de complemento na superficie da bactéria em ensaios in vitro

e, esta resposta € mais eficaz na protecdo contra modelos de desafio invasivos e de
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colonizacdo por S. pneumoniae em camundongos (Ferreira, Darrieux, 2008; Ferreira,
Oliveira, 2010). Da mesma forma, o uso de vetores vivos, como linhagens de
Salmonella e de bactérias acido-lacticas, para a apresentacdo de PspA em ensaios de
imunizacdo em camundongos, podem direcionar a resposta imune para o tipo Thl, com
secrecdo de IFN-y. Estas estratégias tém ainda em comum a vantagem de induzirem
resposta imune de mucosa (Kang, Srinivasan, 2002; Hanniffy, Carter, 2007; Ferreira,
Darrieux, 2009; Li, Wang, 2009; Xin, Li, 2009). Em Salmonella, também foram
expressas proteinas de fusdo compostas por por¢cdes N-terminais de PspAs das familias
1 e 2. Estas construcGes, quando utilizadas para imunizacdo de camundongos BALB/c
por via oral, foram capazes de gerar resposta imune contra PspAs heterdlogos,
estendendo a protecdo dos animais contra desafios com diferentes linhagens de
pneumococo (Xin, Li et al., 2009). Resultados semelhantes, com inducdo de altos
niveis de anticorpos e resposta do tipo Thl, podem ser alcancados com 0 uso de
adjuvantes especificos. A imunizacdo de camundongos com PspA em combinagdo com
a citocina IL-12 por via nasal, foi capaz de induzir niveis mais altos de IgG1, 1gG2a e
IgA anti-PspA do que a proteina sozinha. O soro dos animais imunizados com PspA
combinado a IL-12 levou a um aumento da deposicdo de complemento na superficie da
bactéria, in vitro, e fagocitose por macréfagos em cultura. A purificacdo dos
componentes deste soro mostrou que este efeito é devido principalmente a presenca de
IgG2a anti-PspA (Arulanandam, Lynch, 2001). Diferentes agonistas de receptores de
reconhecimento padrédo (do inglés “Toll-like receptors — TLR”) também foram testados
como adjuvantes em combinacdo a PspA. A imunizacdo de camundongos por via nasal
com estas formulagdes foi capaz de diminuir a colonizacdo do trato respiratério superior
e inferior dos animais por pneumococo (Arulanandam, Lynch et al., 2001; Oma, Zhao,
2009).

Assim, a inducdo de altos niveis de anticorpos e o direcionamento da resposta
para o tipo Thl sdo caracteristicas que devem ser buscadas durante o desenvolvimento
de vacinas baseadas em PspA. Vacinas bacterianas atenuadas ou inativadas, como a
vacina celular pertussis (wP) ou a vacina BCG (Bacillus Calmet-Guérin) possuem
atividades adjuvantes intrinsecas que podem direcionar a resposta imune a antigenos

combinados.
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1.2 Propostas de adjuvantes para PspA — Vacinas celulares

A pesquisa em adjuvantes € um elemento crucial no desenvolvimento de vacinas.
Sais de aluminio (Alum) sdo eficazes em formulacdes com proteinas recombinantes a
serem aplicadas em condi¢Bes onde respostas Th2 sdo desejadas. Entretanto, varios
grupos tém se concentrado em descrever novos adjuvantes para aplicagdes onde
respostas mediadas por células sdo mais eficazes (Reed, Bertholet, 2009). Tais respostas
sdo geralmente induzidas por vacinas celulares (Mahon, Ryan, 1996; Berstad,
Andersen, 2000; McGuirk and Mills, 2000; Higgins, Jarnicki, 2006), como € o caso da
vacina celular pertussis (wP). Esta vacina é administrada em criangas na composicéo da
DTPw (vacina triplice que contem toxoide diftérico, toxdide tetanico e Bordetella
pertussis inativada (WP) em suspensdo, tendo como adjuvante hidréxido de aluminio)
no Brasil, e em paises em desenvolvimento. Em muitos paises desenvolvidos, devido a
ocorréncia de efeitos colaterais decorrentes da vacinagdo com wP, a DTP atualmente
utilizada é composta pela vacina pertussis acelular (DTPa) que contém componentes

proteicos da bactéria (Locht and Mielcarek, 2012).

Estudos em animais mostraram as propriedades adjuvantes da vacina DTPw
guando combinada a outras vacinas, como por exemplo, a vacina contra influenza A
(Potter, Tamizifar, 1995; Tamizifar, Jennings, 1997; Prikazsky and Bock, 2001). Em
criangas, um estudo conduzido na Eslovaquia, mostrou que a combinagdo da DTPw
com a vacina contra Hepatite B (HBV) elevou os niveis de anticorpos anti-HBV em
relacdo a administracdo da HBV sozinha, provavelmente pela acdo adjuvante da wP
(Prikazsky and Bock, 2001). Em um ensaio clinico conduzido em criangas de Israel,
Dagan e colaboradores mostraram a diminuicdo dos niveis de anticorpos contra
polissacarideos de uma vacina pneumocdcica conjugada 11-valente quando combinada
a DTPa. Este prejuizo a resposta dos polissacarideos da vacina pneumocdcica ndo foi

observado quando a DTPw foi utilizada na combinagéo (Dagan, Goldblatt, 2004).

O aumento dos casos de pertussis nos ultimos anos, principalmente em paises em
desenvolvimento, tém levantado discussdes sobre a eficacia das vacinas pertussis
acelulares. As estratégias mais rapidas para contornar este problema constituem na

vacinacdo de adolescentes ou adultos, que podem ser carreadores da bactéria e assim
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transmiti-las aos recém-nascidos ainda ndo protegidos pela vacina. Outra estratégia € a
vacinacdo de gravidas visando a transmissdo de anticorpos maternos, garantindo a
protecdo de bebés que ainda ndo receberam as primeiras doses da vacina (Meade,
Plotkin, 2014). Por outro lado, diversos grupos tém estudado propostas de novas vacinas
ou vias de inoculacdo alternativas para as vacinas wP, como a via nasal. Em humanos
voluntarios, a inoculacdo de wP por via nasal, se mostrou eficaz para a inducdo de
anticorpos e de resposta de células T especificas contra pertussis (Berstad, Holst, 2000;
Berstad, Oftung, 2000). Em camundongos, foi demonstrada a atividade adjuvante da wP
administrada por via nasal em combinacdo com uma vacina de influenza inativada. Esta
combinacdo foi capaz de induzir niveis significativamente mais altos de anticorpos

contra o virus do que a vacina influenza sozinha (Berstad, Andersen et al., 2000).

Recentemente, nosso grupo testou a atividade adjuvante das vacinas wP e WPyq, -
uma vacina de nova geracao, desenvolvida pelo Instituto Butantan, na qual o excesso de
LPS foi removido e que foi testada em ensaios clinicos de fase 1 (Zorzeto, Higashi,
2009) - em combinacdo a PspA recombinante por via nasal em camundongos. As
vacinas combinadas foram capazes de proteger camundongos contra desafios letais
respiratdrios e também contra desafios de colonizagdo (Oliveira, Miyaji, 2010). Ambas
as vacinas PspA-wP e PspA-wPj,, induziram altos niveis de anticorpos anti-PSpA
sistémicos e de mucosa e ndo foram observadas diferencas significativas na qualidade
da resposta imune. Além disso, a protecdo induzida pela vacina PspA-wP foi também
observada em camundongos C3H/HeJ, que ndo possuem a sinalizacdo por LPS, via
receptor TLR4. Assim, o LPS ndo parece ser o componente chave da atividade
adjuvante de B. pertussis neste modelo. Além da acdo adjuvante observada pela via
nasal neste modelo, foi testada também a acdo adjuvante da DTPy,, quando combinada a
PspA pela via subcutanea em camundongos. A vacina PspA-DTP),, também foi capaz
de induzir altos niveis de anticorpos anti-PspA e proteger contra desafios respiratorios
invasivos com duas linhagens de pneumococo (Oliveira, Miyaji et al., 2010). Estes
resultados sugerem que a inoculacdo da vacina ndo precisa ser necessariamente por via

de mucosa para prote¢do contra o desafio respiratorio invasivo por pneumococo.

Entre os componentes de B. pertussis, as toxinas pertussis (PT) e adenilato ciclase
(ACT) e a hemaglutinina filamentosa (FHA) sdo alguns dos possiveis candidatos a

adjuvantes em combinagdo a PspA no modelo avaliado pelo nosso grupo. A PT é uma
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exotoxina e importante fator de viruléncia produzida exclusivamente por B. pertussis.
Esta exotoxina é constituida por 5 subunidades (S1-S5) com uma configuracdo ABs. A
subunidade toxica da PT, também chamada de protdmero A, é composta pela S1,
enquanto que a subunidade B ou oligbmero B (OligB), que forma um anel em
pentdmero, € composta pelas subunidades S2, S3, S4 (duas moléculas) e S5. O
mecanismo de acdo da toxina consiste na sua ligacdo inicial, mediante a subunidade B
pentamérica, as glicoproteinas contendo &cido sialico que se encontram na superficie da
célula alvo, seguida pela internalizacdo da proteina. Na porcdo intracelular, a
subunidade A se dissocia do oligbmero B. Esta subunidade tem atividade de ADP-
ribosilase e leva a transferéncia de um grupo ADP-ribose do NAD+ para um residuo de
cisteina da proteina G inibitoria (Gi). Isto resulta na permanéncia da proteina Gi na
forma inativa, sendo incapaz de inibir a atividade da enzima adenilato ciclase. Como
consequéncia, hd o aumento do segundo mensageiro AMP ciclico (AMPc) e a alteragédo
de vias de sinalizacdo celular. Um dos efeitos conhecidos desta agdo de PT é a inibi¢cdo
da resposta imune contra a bactéria. (Locht, Coutte, 2011; Melvin, Scheller, 2014).

As propriedades adjuvantes de PT e de derivados geneticamente inativados ja
foram demonstradas contra diferentes antigenos, como, por exemplo, FHA e a
hemocianina KLH (do inglés Keyhole limpet hemocyanin” comumente usada também
como carreador de antigenos). Os estudos demonstram que ambas as formas
enzimaticamente ativas ou inativadas de PT sdo capazes de potencializar respostas Thl
e Th2 contra os antigenos associados. Estes estudos demonstram a estimulacdo de
secrecdo de IFN-y e IL-2 por células T e IL-1 por macr6fagos. Além disso a PT foi
capaz de aumentar a expressdo de moléculas co-estimulatorias na superficie de células
B, macréfagos e linfocitos T (Ryan, McCarthy, 1998). Estudos mais recentes mostram
que a acdo adjuvante de PT envolve estimulacdo e maturacéo de células apresentadoras
de antigenos (APC) e ativagéo de linfécitos T CD8" (Murphey, Chang, 2011).

A ACT codificada pelo gene cyaA, é considerada também como um importante
fator de viruléncia da B. pertussis e consiste em dois dominios. O primeiro, presente na
porcdo N-terminal da molécula, € o dominio de adenilato ciclase dependente de
calmodulina, responsavel pela conversdao de ATP em AMP ciclico. O segundo é um

dominio RTX (do inglés “repeat in toxin”) que medeia a ligacéo a células alvo e forma

poros nas membranas, provocando lise das células. Apesar da ACT poder agir em
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diferentes tipos celulares, ela apresenta alta afinidade pelo receptor de complemento 3
(CR3) que esté presente em neutrofilos, macréfagos e células dendriticas, modulando as
suas atividades (Melvin, Scheller et al., 2014). Assim como demonstrado para PT,
ambas as formas ativas e inativas de ACT (em relacdo a atividade de adenilato ciclase)
apresentam atividade adjuvante, induzindo a producdo de anticorpos contra antigenos
associados como Ovalbumina, PT, FHA ou pertactina (PRN), quando inoculados pelas
vias intraperitoneal ou nasal em modelo murino (Macdonald-Fyall, Xing, 2004; Orr,
Douce, 2007). Em ambos os estudos, a forma enzimaticamente inativa apresentou

atividade adjuvante superior.

A proteina mais abundante de B. pertussis, FHA, que estd presente na superficie
da bactéria, podendo também ser secretada, € uma proteina monomérica com uma
estrutura filamentosa que participa na adesdo da bactéria as células eucaridticas. FHA
contém trés diferentes dominios: um dominio de ligacéo a carboidratos, outro de ligagcdo
a glicosaminoglicanos e um dominio RGD (arginina-glicina-aspartato) que esta
envolvido na ligacdo a receptores tipo integrina presentes em leucdcitos (Melvin,
Scheller et al., 2014). Um estudo recente mostra que FHA tem a capacidade de induzir
maturacdo de células dendriticas humanas in vitro e secrecéo de citocinas como IL-10,
IL-12, IL-6 e IL-23 (Dirix, Mielcarek, 2014). As propriedades adjuvantes de FHA
contra antigenos associados ja foram demonstradas pela combinacdo com a glutationa s-
transferase (GST) de Schistosoma mansoni (Sm28GST) ou com a hemocianina KLH,
quando inoculadas por via nasal, oral, ou subcutanea, em sistemas incorporados a
lipossomas ou livres. Em todos os casos, foi observada a inducdo aumentada de
anticorpos sistémicos e de mucosa contra os antigenos, na presenca de FHA (Poulain-
Godefroy, Mielcarek, 1998; Poulain-Godefroy, Menozzi, 2003).

A vacina BCG (Bacillus Calmette-Guérin), usada no combate a tuberculose, é
uma vacina composta pela bactéria Mycobacterium bovis atenuada através de sucessivas
passagens em cultura. Apesar de ser composta por uma bactéria inteira, como a wP, a
BCG ¢ administrada na forma viva. Esta vacina é, provavelmente, a mais usada no
mundo todo, sendo recomendada para uso humano a partir do nascimento (Locht,
2008). No Brasil, a BCG é administrada nas criangas em dose Unica no momento do
nascimento. Pelas propriedades adjuvantes e seguranga, VArias estratégias de

combinacdo de antigenos a BCG tém sido testadas com sucesso. Em recém-nascidos
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brasileiros, a vacina BCG combinada ao antigeno do virus da Hepatite B (HBsAQ) foi
avaliada em ensaios clinicos de imunogenicidade e seguranga, com bons resultados
(Carniel, Morcillo, 2008).

Em modelos animais, a administracdo concomitante de BCG a uma vacina
conjugada contra Neisseria meningitidis, (MenC-CRM197) em camundongos neonatos
pela via subcutanea, estimulou uma maior produgdo de anticorpos 1gG contra o
polissacarideo C de N. meningitidis. Além disso, foi observado um aumento na
atividade bactericida do soro dos animais que receberam as duas vacinas. (Brynjolfsson,
Bjarnarson, 2011). Em outro estudo, a administracdo de BCG em combinacdo a uma
vacina inativada contra Leishmania (KLV), em camundongos BALB/c, diminuiu tanto
o0 tamanho das lesdes da pele como a média do nimero de amastigotos encontrados nos
macrofagos, com relacdo as lesbes e a proliferacdo de amastigotos observada nos

animais tratados com KLV ou BCG. (Nahrevanian, Jafary, 2013).

Este trabalho é uma continuacdo dos estudos do grupo, através da caracterizacao
dos componentes de B. pertussis que exercem a funcdo adjuvante quando combinados a
PSpA e a caracterizagdo da resposta imune efetora induzida pela formulagéo PSpA5-wP.
Além disso, os estudos foram estendidos para a anélise da atividade adjuvante da vacina

BCG quando combinada a PspA.
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2 Objetivos

Os objetivos propostos para o desenvolvimento deste trabalho foram:

A caracterizacdo das bases moleculares da atividade adjuvante de B. pertussis em
combinacgdo com antigenos de pneumococo em camundongos, através do uso de
mutantes de B. pertussis, defectivos para expressdo de fatores de viruléncia, e de

componentes purificados.

Avaliagdo do papel dos anticorpos e do sistema complemento na protecdo
induzida pela formulagdo PspA5-wP contra o desafio invasivo com S.

pneumoniae.

Avaliacdo da propriedade adjuvante da vacina BCG em combinagdo ao antigeno
PspAb.
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3 Materiais e métodos

3.1 Solucdes e meios de cultivo

3.1.1 Solucdes

» Solucéo tampéo Tris-glicina: Tris base 0,3 %, glicina 1,88 % e SDS 0,1 % pH
8,3.

= Solucdo tampédo de amostra para SDS-PAGE: Tris-HCI 1M pH 6,8, SDS 1 %,
Azul de Bromofenol 0,05 %, glicerol 5 % e B-mercaptoetanol 1,43 M.

» Solucdo tampdo de amostra para SDS-PAGE sem B-mercaptoetanol: Tris-HCI
1M pH 6,8, SDS 1 %, Azul de Bromofenol 0,05 % e glicerol 5 %.

= Solugdo corante de SDS-PAGE: “Comassie Blue Brillant” 0,25 %, etanol 40 %
e &cido acético 10 %.

» Solucdo descorante de SDS-PAGE: Etanol 30 % e acido acético 10 %.

= PBS (Solugdo tampéo salina fosfato) 10X: NaCl 1,37 M, KCI 27 M, Na,HPO,
100 mM, KH,PO4 14 mM pH 7,4.

= PBS-T: PBS 1X e Tween ® 20 a 0,1 %.

» Solucdo tampdo carbonato-bicarbonato: Na,CO3 50 mM e NaHCO3; 50 mM,
ajustado para pH 9,6.

» Solucdo tampdo citrato-fosfato: Citrato de sédio 100 mM e fosfato de sdédio
monobasico (NaH,PO,) 300 mM pH 5,0.

= Solucdo tampao Tris-glicina 5x: Tris base 1,5 %, glicina 9,4 % e SDS 0,5 % pH
8,3.

» Solucdo tampdo de ligacdo dos anticorpos a coluna HiTrapTM - proteina G: 20
mM fosfato de sddio pH 7,0.

» Solucdo tampdo de eluicdo dos anticorpos aderidos a coluna HiTrapTM —
proteina G: Glicina-HCI 0,1 M pH 2,7.

» Solucdo tampéo para neutralizacdo do pH da solugdo que contém os anticorpos
eluidos: Tris-HCI 1M pH 9,0.

» Solucdo de equilibrio da resina Affi-gel® Blue (Bio-Rad): Solu¢do tampéo
fosfato 0,1 M pH 6,0

= Solucdo de lavagem da resina Affi-gel® Blue (Bio-Rad) Tris-HCI 50 mM, pH
7,4.
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= Solucédo tampéo de eluicdo da PT-RE: Tris-HCI 50 mM e MgCl, 0,75 M pH 7,4.

3.1.2 Meios de cultivo

* Meio liquido THY: Todd-Hewitt (Difco) contendo 0,5 % de extrato de levedura.

» Meio 4gar sangue sélido: Meio Triptic Soy 4gar com 5 % de sangue de carneiro
(VIV).

= Meio liquido de cultivo para B. pertussis Steiner & Scholte (SS) preparado de
acordo com o descrito na literatura (Stainer, 1971).

» Meio solido de cultivo para B. pertussis: meio Bordet-Gengou (Difco) contendo
1 % de glicerol e 20 % de sangue de carneiro.

3.2 Linhagens bacterianas e cultivo

As linhagens de S. pneumoniae ATCC6303 (sorotipo 3, PspA clado 5) e 0603 (sorotipo
6B, PspA clado 1) foram cultivadas em meio liquido THY, a 37 °C, sem agitacdo. As
bactérias foram sempre passadas em placas de &gar sangue e cultivadas por
aproximadamente 18 h, a 37 °C, antes da inoculagdo em THY. Os estoques foram
mantidos a —80 °C em THY contendo 20 % de glicerol. As linhagens de B. pertussis
parental (BPSM) e mutantes (BPLOW e BPRA) provenientes do laboratério da Dra
Nathalie Mielcarek, do Instituto Pasteur de Lille foram derivadas da B. pertussis
Tohama | e estdo descritas na Tabela 1. Todas estas linhagens foram cultivadas em meio
Bordet-Gengou (BG) agar (Difco) suplementados com 1 % de glicerol, 20 % de sangue
de carneiro e 100 pg/ml estreptomicina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO). As bactérias
foram suspensas em PBS e inativadas em 0.2 % formaldeido por 24 h a 35 °C
(protocolo escolhido de acordo com a producdo da vacina wP produzida no Instituto
Butantan). Estas linhagens ja foram enviadas na forma inativada para o Brasil. A
linhagem de B. pertussis, BPDR-RE, proveniente do mesmo laboratdorio francés é
deficiente para producdo de hemaglutinina filamentosa (FHA) e produz a toxina
pertussis (PT) enzimaticamente inativa (PT-RE) (Lobet, Feron, 1993) pelas mutacdes

no gene ptx que levaram a substitui¢do da arginina e do acido glutdmico, localizados nas
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posicbes 13 e 129 respectivamente, por residuos de leucina (R13L) e de glicina
(E129G). A partir desta linhagem (BPDR-RE) foi construida a linhagem BPDR-RE
CyaA’, defectiva também para producdo da toxina adenilato ciclase pela interrupgdo do
gene que a codifica, cyaA. As bactérias foram semeadas em placas de BG sangue e
cultivadas por aproximadamente 18 h, a 37 °C, antes de serem inoculadas no meio
Stainer & Scholte (SS) complementado com estreptomicina ((Str) na concentracgéo final
de 100 pg/mL) e, no caso da linhagem BDPR-RE-CyaA™ 0 meio foi complementado
com gentamicina ((Gm) na concentracdo final de 10 pg/mL). Estoques das linhagens

foram mantidos a -80 °C em meio SS contendo 20 % de glicerol.

3.3 Proteina A da superficie de S. pneumoniae, clado 5 — PspA5

O antigeno empregado neste trabalho é o fragmento N- terminal da proteina
PspA do clado 5 (PspA5), que induz anticorpos com reatividade cruzada contra PSpAs
de diferentes clados (Darrieux, Moreno et al., 2008). O fragmento que codifica a regido
N-terminal de PspA5 foi amplificado por PCR a partir do DNA gendmico da linhagem
de pneumococo 122/02 (da colegdo do Instituto Adolpho Lutz, S&o Paulo, Brasil) e
clonado no vetor plasmidial pAE, em trabalhos anteriores realizados no nosso
laboratdrio (Ferreira, Darrieux et al., 2009). Este vetor permite a expressdao da proteina
heter6loga com uma cauda adicional de 6 residuos de histidina (6XHis) na extremidade
N-terminal, a fim de facilitar a sua purificacdo por cromatografia em resina quelante,
previamente carregada com Ni®* (Ramos, Abreu, 2004).

3.4 SDS PAGE

O gel de SDS-poliacrilamida, Mini-PROTEAN® TGX TM (Tris Glycine
eXtended) (BIO-RAD) com gradiente de 4 a 20 % foi utilizado na eletroforese para
determinar o perfil e pureza das proteinas PT, ACT, FHA e PspA5. Para determinar o
perfil de purificacdo da 1gG anti-PspAb5, da fracdo F(ab”), ou da proteina PT inativada,
foram realizadas eletroforeses em gel de SDS-poliacrilamida com 8, 12 ou 15 % de
concentragdo de acrilamida, conforme indicado em cada experimento. As corridas

foram realizadas em tampao Tris-glicina 1X a 120 V por 2,5 h. Em seguida, 0s géis
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foram corados com Solugdo corante de SDS-PAGE e descorados com Solucao
Descorante de SDS-PAGE.

3.5 Imunizacdo de camundongos

Camundongos BALB/c fémeas, “Specific Pathogen Free”, com 5 a 8 semanas de
idade, criados pelo biotério da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo
(FMUSP), foram usados para a realizacdo de diferentes ensaios propostos neste
trabalho. Para a avaliagdo do papel dos anticorpos na protecédo estimulada pela vacina
PspA5-wP, foram utilizados camundongos knockout para a producdo de células B
maduras (linhagem pMT, aqui nomeados de BKO), produzidos pelo biotério do
Instituto de Ciéncias Biomédicas (USP), e a linhagem parental C57BL/6. Em ambos 0s
casos foram utilizados animais machos e fémeas, de 5 a 8 semanas de idade. Os
protocolos de experimentacdo em animais descritos neste projeto foram aprovados pelo
comité de Etica no uso de Animais do Instituto Butantan (CEUAIB — protocolo nimero
824/11). Antes da formulacdo das vacinas, o excesso de LPS proveniente de E. coli,
presente nas preparacoes de PspAb, foi removido por extracdo com triton X-114, como
descrito anteriormente (Aida and Pabst, 1990). Para o modelo de desafio letal, a
imunizacéo foi realizada em grupos de 4 a 6 camundongos BALB/c, C57BI/6 ou BKO.
Cada dose de vacina foi composta por 5 g de PSpA5 sozinha ou na presenca de 1/8 da
dose humana wP (que corresponde a 7 x 10° células inativadas) ou quantidades
equivalentes da linhagem BPSM e das mutantes de B. pertussis (BPLOW e BPRA)
inativadas. A imunizagdo nasal (i.n.) foi conduzida em camundongos previamente
anestesiados pela via intraperitoneal (i.p.) com uma mistura de 0,4 mg (20 mg/kg) de
xilazina e 1 mg (50 mg/kg) de quetamina. Ensaios prévios foram realizados para
estabelecer o nimero de doses que permitissem visualizar diferencas na producdo de
anticorpos induzidos pelas diferentes formulagdes em combinacdo com PspA5. O
protocolo de imunizacao estabelecido para a caracterizacdo das propriedades adjuvantes
da B. pertussis foi de uma Unica dose nasal das diferentes formulagdes em volume de 10
pL. Para avaliagdo do papel dos anticorpos na protecdo dos animais, foi utilizado um
protocolo de seis doses com a formulacdo PspA5-wP, que sabidamente estimula altas
concentragdes de IgG sérico anti-PspA5 em animais selvagens (Oliveira, Miyaji et al.,
2010). As doses foram administradas nos dias 0, 3, 14, 17, 28 e 31. Em todos os
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experimentos, grupos controles receberam apenas os adjuvantes, o antigeno ou néo
foram imunizados. Para a avaliagdo dos componentes purificados, a toxina pertussis
(PT), a adenilato ciclase (ACT), a hemaglutinina filamentosa (FHA) e o oligdbmero B
(OligB) foram adquiridos das empresas Sigma ou The Native Antigen (Cherwell,
Oxfordshire, United Kingdom) e foram utilizadas na quantidade de 1 pg por dose em
combinagdo com 5 pg de PspAb5, seguindo o protocolo de uma dose. No caso do OligB
foi usada a quantidade correspondente em massa molar em relagdo a 1 pug da PT (0,75
Kg). A vacina BCG foi produzida pela FAP (Fundacdo Ataulpho de Paiva, Rio de
Janeiro, RJ, Brasil) e a DTPw pelo instituto Butantan. A dose usada para avaliacdo das
propriedades adjuvantes das vacinas BCG ou DTPw, consistiu em 1 pg ou 5 pg da
proteina PSpA5 em presenca ou ndo de 1 dose humana da vacina BCG (que corresponde
a aproximadamente 10° bactérias) ou de 1/8 da dose humana da vacina DTPw,
administradas pela via subcutanea (s.c.). O esquema de imunizacdo consistiu em uma
dose em volume final de 200 pL. Em todos os experimentos, grupos controles

receberam apenas 0s adjuvantes, o antigeno ou ndo foram imunizados.

A tabela 1 resume as formulagdes avaliadas:

Tabela 1. FormulacGes avaliadas neste trabalho

Formulactes Descricao Dose Via
PspA5:  Proteina A  da | wP: 1/8 da dose
Superficie de pneumococo, | humana,
clado 5. correspondentes
wP: Vacina celular pertussis | a 7x10°
PspA5-wP produzida no Instituto | bactérias nasal
Butantan. Derivada da | inativadas por
linhagem NIH137 dose.
PspAS:
5 ug por dose.
PspA5-BPLOW | PspA5 em combinagéo a: B. pertussis:
PspA5-BPRA e | BPSM: Derivada da linhagem | 7X10° bactérias nasal
PspA5-BPSM | Tohama |, resistente natural a | inativadas por
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estreptomicina. Linhagem
parental das mutantes BPLOW
e BPRA

BPLOW: Apresenta delecGes
no gene bvgA e parte do gene
bvgS, que resultam em baixa
expressdo de diferentes fatores
de viruléncia, entre eles a PT e
FHA.

BPRA: Apresenta delecdo do
gene ptx, sendo, portanto
defectiva para a expressdo de

PT

dose
PspA5: 5ug por

dose.

PspA5 em combinacdo a:

PT: toxina pertussis

Proteinas de B.

pertussis FHA,

PspAS-PT ) ) )

ACT: toxina adenilato ciclase | ACT e PT: 1ug
PspA5-ACT o

FHA: Hemaglutinina | por dose. nasal
PspAS-FHA ] ]

) filamentosa OligB: 0,75 ug

PspA5-OligB ) o

OligB: oligbmero B PspAb5: 5ug por

dose

PspA5 em combinacdo a: BCG: 1 dose

BCG: Vacina celular Bacillus | humana,

Calmette-Guérin. correspondentes
PspA5-BCG ) ) 5

DTP: Vacina trivalente | a 1x10 .
PspA5-DTPw . . Subcuténea

constituida  pelos  toxdides | DTPw: 1/8 dose

diftérico, tetanico e a B. | humana

pertussis inativada.

PspA5: 1 ugou
5 ug por dose.
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3.6 Coleta das amostras

O sangue foi coletado 20 dias apds a imunizacdo dos animais por puncao no
plexo venoso retro-orbital. As amostras foram mantidas a 37 °C por 30 min e
centrifugadas a 376 g por 10 min. O soro obtido foi mantido a -20 °C até o uso. Para a
coleta dos lavados nasais, os animais foram eutanasiados com uma dose letal de uretano
(60 mg/kg de xilazina e 300 mg/kg de quetamina) por via intraperitonial. Através de
uma incisdo na traqueia dos camundongos, foram injetados 200 pL de solucdo salina e o
volume passado pelas narinas foi coletado em micro tubos. Este procedimento foi

repetido com mais 200 pL e as duas coletas foram misturadas.

3.7 Analise da inducdo de anticorpos anti-PspA5

Para verificar os niveis de anticorpos nos soros dos animais foi utilizado o
método de ELISA. Placas de poliestireno de 96 cavidades (Maxisorp-Nunc, Rochester,
NY, Estados Unidos) foram sensibilizadas por 18 h a 4 °C com 1 pg/mL da proteina
recombinante PspAb, diluida em tampé&o carbonato bicarbonato. Como referéncia para
calcular as concentragdes de anticorpo foram utilizadas curvas padréo de 1gG, 1gG1 ou
IgG2a (Southern Biotech, Birmingham, AL, Estados Unidos), de acordo com cada
experimento e com a amostra a ser analisada. As placas foram lavadas por 3 vezes com
PBS-T e bloqueadas com uma solucdo de 10 % de leite desnatado em PBS-T. Apds
incubacéo a 37 °C por 1 h, as placas foram novamente lavadas e as amostras de soro
diluidas seriadamente em PBS-T contendo 1 % de BSA. As placas foram incubadas por
1 h e 30 min em estufa a 37 °C. Posteriormente as placas foram novamente lavadas e
incubadas com anticorpos anti-1gG, anti-lgG1 ou anti-lgG2a de camundongo produzido
em cabras (Southern Biotech), por 1 h a 37 °C. Apds lavagens, adicionou-se um
anticorpo anti-lgG de cabras conjugado a peroxidase (Southern Biotech) e a reacao foi
revelada pela adicdo de solucdo de 10 mg de o-phenilenediamina (OPD, Sigma Aldrich)
em 20 mL de tampéo citrato fosfato, contendo 10 pL de agua oxigenada. A reacgdo foi
parada pela adi¢ao de 50 uL de H,SO4 4 M por cavidade. A absorbancia foi registrada
mediante o uso do leitor de ELISA (Uniscience, S&o Paulo, SP, Brasil) a 492 nm. A
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determinacdo da concentracdo dos anticorpos foi realizada com base nas curvas de

concentracéo aplicadas nas placas.

3.8 Desafios

3.8.1 Desafio respiratorio letal com S. pneumoniae

A cepa de S. pneumoniae ATCC6303 foi cultivada em meio THY liquido até
atingir a fase exponencial (ODgoonm=0.4). As bactérias foram centrifugadas a 1500 g,
por 20 min e suspensas em 1:10 do volume inicial, em meio contendo 15 % de glicerol.
Aliquotas de 100 pL foram mantidas a —80 °C. Apds o congelamento, um dos tubos foi
descongelado e diluicdes foram plaqueadas em &gar-sangue, para a analise da
viabilidade celular. As aliquotas podem ser mantidas a —80 °C por meses. Sempre que
necessario, a viabilidade celular é testada novamente. Vinte e um dias apds a
imunizacdo, os animais foram anestesiados por via i.p. com uma mistura de 0,4 mg (20
mg/kg) de xilazina e 2 mg (100 mg/kg) de quetamina e receberam por via nasal 50 pL
de uma suspensdo contendo 3 X 10° bactérias. A sobrevivéncia dos animais foi
acompanhada por 10 dias. Neste desafio, os animais adoecem em aproximadamente 30
h e morrem entre 72 h e 120 h. Apo6s 120 h (5 dias), os animais em geral superam a

doenca e sobrevivem ao desafio (Ferreira, Oliveira et al., 2010).

3.8.2 Desafio de colonizagdo com S. pneumoniae

Vinte e um dias ap6s a ultima imunizacdo foi realizado um desafio de
colonizacdo nos camundongos C57BI/6 utilizando a linhagem de S. pneumoniae 0603,
(sorotipo 6B, PspAl). Para tanto, os estoques foram preparados conforme descrito no
item anterior. Os animais foram anestesiados com uma mistura de 0,4 mg (20 mg/kg) de
xilazina e 1 mg (50 mg/kg) de quetamina, por via i.p. e entdo foram inoculadas 5X10°
bactérias suspensas em 10pL de salina em ambas as narinas dos camundongos. Apos 5
dias, os animais foram eutanasiados e coletou-se os lavados nasais conforme descrito no

item 3.6. DiluicGes seriadas dos lavados nasais foram plaqueadas em &gar sangue
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contendo 4 pg gentamicina/mL e as placas foram incubadas a 37 °C por 24 h para a

contagem de UFCs (Unidades Formadoras de Col6nias).

3.9 Construcdo da linhagem BPDR-RE-CyaA’

Esta etapa do trabalho foi realizada no laboratério da Dra Nathalie Mielcarek, no
Instituto Pasteur de Lille, na Franca. Para a construcdo desta linhagem foi usado um
vetor suicida, pFUS2, desenhado por Antoine e sua equipe (Antoine, Alonso, 2000)
para a identificagdo de potenciais genes de viruléncia de B. pertussis. Este vetor,
contendo uma serie de sitios de restricdo Unicos, foi desenhado para uma réapida
inativacdo do gene alvo através de geracdo de fusdes de transcricdo com o gene reporter
lacZ. Uma porc¢édo do gene da toxina adenilato ciclase (cyaA) foi clonada em fusdo com
0 lacZ pela equipe do laboratério da Franca, gerando o vetor pFUS2-cyaA. A
recombinacdo homdéloga ocorre através da sequéncia de cyaA presente no vetor e no

genoma da bactéria, resultando na interrupcao do gene pela fusdo com lacZ.

A transformacdo foi realizada através de conjugagdo da linhagem BPDR-RE
usando a bactéria E. coli SM10 A pir, previamente transformada com o vetor pFUS2-
cyaA.

3.9.1 Conjugacéo da B. pertussis BPDR-RE

Inicialmente foram semeadas a BPDR-RE (resistente a Str e acido nalidixico
(Nal)) e a E. coli SM10 A pir -, pFUS2-cyaA, em placa de BG-agar sangue
suplementada com 10 mM de MgCl,. As placas foram incubadas por 6 h a 37 °C. Apds
completado o tempo de incubacdo, uma porcdo da massa bacteriana foi semeada por
esgotamento em placas contendo Gm (na concentragéo final de 10 pg/mL) e Nal (na
concentracgéo final de 30 pg/mL). A presenca do Nal permite a eliminagéo da E. coli que
é sensivel a este antibiotico. Apds 6 dias de incubagdo a 37 °C, algumas colonias
isoladas foram semeadas em placas de BG-agar sangue contendo Gm ou Str (10 pg/mL
e 100 pg/mL respectivamente) para confirmagéo da resisténcia a Gm e sensibilidade a
Str.
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3.9.2 Extracdo do DNA a partir dos clones selecionados ap0ds a conjugacao

As colbnias isoladas foram cultivas em 5 mL de meio liquido SS com Gm (10
pug/mL) por 24 horas a 37 °C. Um mL do cultivo foi utilizado para extracdo de DNA
genémico com o kit QlAamp® DNA mini (Qiagen, Courtaboeuf Cedex, France),
seguindo as instrucdes do fabricante. O DNA gendmico foi obtido em um volume final
de 200 pL e, a partir deste material, foi realizada a confirmacdo da insercdo do vetor

pFUS2-cyaA no genoma da bactéria por PCR.

3.10 Confirmacdo da interrupcdo do gene cyaA nas colbnias isoladas por PCR

Para confirmacdo da insercdo do plasmideo no genoma da bactéria foram usados
os oligonucleotideos chamados cyaAUPUP (GGTGCGAATCCGTTCAATCQG),
complementar &  regido  upstream do gene cyaA e LacZinv
(TCCCAGTCGGCAAACAGAACT) complementar a regido downstream do gene
reporter, lacZ. Como molde da reacdo foram usados 3 pL do DNA genémico extraido

de acordo com o procedimento descrito no item 3.9.2.

Para a reacdo foi utilizado o kit HotStarTaqg Polimerase (Qiagen) e as instrucfes
foram as sugeridas pelo fabricante. As amplificacdes foram realizadas em trinta ciclos

com as seguintes temperaturas e tempos nas diferentes etapas:

95 °C, 10 min
95°C, 1 min
58 °C. 1 min 30 ciclos
72°C, 1 min

72°C, 10 min.

Uma vez completada a reacdo, as amostras foram analisadas por eletroforese em
gel de agarose 1%, corado com brometo de etideo para visualizacdo do material
amplificado em fotodocumentador (Gel Logic 2200 Imaging System Kodak.).



43

3.11 Purificacdo da toxina pertussis inativada PT-RE

Para a expressdo e purificacdo da PT geneticamente inativada (PT-RE), foi
necessario escalonar o volume do cultivo da bactéria BPDR-RE-CyaA™ para estimular a
producdo e secrecdo da PT-RE. Inicialmente a bactéria foi cultivada por 48 h em BG
sangue a 37 °C. Posteriormente, a massa bacteriana foi coletada da placa com ajuda de
uma alca e ressuspendida em 15 mL de meio SS. Todas as condi¢fes, 37 °C, agitacdo
constante de 100 rpm e 24 horas de crescimento ap6s o inoculo, foram mantidas para
todos os volumes trabalhados. Uma vez completado o tempo de cultivo em volume de
15 mL, este foi aumentado para 125 mL e finalmente para 800 mL. Apos 24 h, as
bactérias foram coletadas por centrifugacdo (8000 g por 20 min). O pH do
sobrenadante, foi ajustado para 6 e, em seguida, submetido a remocéo das bolhas de
oxigénio com bomba a vacuo. A purificacdo foi realizada por cromatografia de
afinidade. Para tanto, o sobrenadante foi adsorvido a resina Affi-gel® Blue (Bio-Rad,
Hercules, California, Estados Unidos), em coluna de 5 mL, previamente equilibrada
com o tampéo de equilibrio, com um fluxo constante de 1 mL/min. A coluna foi lavada
com 50 mL de tampéo de lavagem e a proteina recuperada com o tampao de eluicdo da
PT-RE. A purificacdo da PT-RE foi analisada por SDS-PAGE (15 % de acrilamida)

3.12 Anélise da ligacdo de anticorpos a superficie de S. pneumoniae

A capacidade da ligacdo dos anticorpos, presentes nos soros de camundongos
BALB/c imunizados por via i.n., a superficie do pneumococo foi analisada in vitro. A
bactéria da linhagem ATCC6303 foi cultivada em meio THY a 37 °C até a
DOg0onm=0,5, centrifugada a 3200 g por 10 min e lavada com 0 mesmo volume de PBS.
A bactéria foi suspensa no mesmo volume de PBS e 95 uL desta suspensdo foram
incubados com 5 pL dos soros dos camundongos imunizados (reunidos em pools de
cada grupo), por 30 min a 37 °C. Em seguida, a bactéria foi lavada com PBS e suspensa
em 100 uL de PBS contendo anti-lgG de camundongos conjugados a FITC (MP
Biochemicals, Santa Ana, California, Estados Unidos), na diluicdo de 1:100 (v/v). As
amostras foram incubadas no gelo e ao abrigo da luz por 30 min, lavadas com PBS e,

posteriormente, a bactéria fixada com 200 ul da solugdo BD Cytofix TM (BD
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Biosciences, Franklin Lakes, New Jersey, Estados Unidos). As analises de citometria de
fluxo foram feitas em aparelho FACS Canto Il (BD Biosciences), com a contagem de
10000 bacteérias. Os dados foram analisados utilizando o programa Flow Jo 7.6.1 (Tree
Star).

3.13 Analise da deposicdo do componente C3 do complemento a superficie de S.

pneumoniae

Para a analise da ligacdo do componente C3 do sistema complemento a
superficie de S. pneumoniae, bactérias da linhagem ATCC6303 foram cultivadas,
lavadas e suspensas em PBS conforme descrito para o ensaio de ligagcdo. Os soros foram
aquecidos a 56 °C por 30 min, para a inativacao das proteinas do sistema complemento.
As bactérias foram incubadas com 5 pL dos soros (reunidos em pools de cada grupo) a
37 °C por 30 min e lavadas com PBS conforme descrito anteriormente. As bactérias
foram suspensas em 90 pL tampé&o gelatina veronal (Sigma-Aldrich) contendo 10 pL de
soro normal de camundongo (utilizado como fonte de complemento) e incubadas a 37
°C por 30 min. Em seguida, foi realizada uma lavagem com PBS e as bactérias
incubadas por 30 min, com uma diluicdo de 1:100 de anti-C3 FITC (MP Biochemicals)
em PBS, em gelo e ao abrigo da luz. As bactérias foram lavadas e fixadas conforme
descrito para o ensaio de ligacdo de anticorpos na superficie do pneumococo. A leitura e

as analises foram feitas conforme descrito no item 3.12.

3.14 Imunizacdo passiva

3.14.1 Purificagéo de IgG

Para a realizacdo dos ensaios relacionados a avaliagdo do papel protetor da 1gG
anti-PspA5 estimulados pela formulacdo PspA5-wP foram utilizados soros provenientes
de experimentos de imunizagédo anteriores (Oliveira, Miyaji et al., 2010). Como controle

negativo foi utilizada 1gG purificada de soro hiper-imune de camundongos imunizados



45

com o antigeno Intimina de Escherichia coli enteropatogénica, disponivel no laboratério

(Ferreira, Campos, 2008).

A purificacdo de IgG foi feita por afinidade a proteina G, usando colunas
HiTrapT'\’I (GE — Healthcare, Little Chalfont, Buckinghamshire, United Kingdom). A
velocidade do fluxo dos tampdes ou da amostra foram sempre constantes, 1 mL/min, e
os soros diluidos com o tampdo de ligacdo na proporcdo de 1:5. Inicialmente a coluna
foi equilibrada com 20 volumes do tampdo de ligacdo de anticorpos e, uma vez
equilibrada, os soros diluidos foram passados pela coluna para a adsor¢do dos
anticorpos na resina pela afinidade a proteina G. Posteriormente a coluna foi equilibrada
com 10 volumes do tampdo de ligacdo de anticorpos para, finalmente, recupera-los
usando o tampao de eluicdo de anticorpos. O pH da solucdo foi ajustado rapidamente
para 7,2 - 7,4 com tampédo de neutralizacdo, evitando a degradacdo das moléculas de
IgG sensiveis a acido. A determinacdo da concentracdo das IgGs purificadas foi
realizada por comparacao das bandas em SDS-PAGE (12 % de acrilamida) com base
em uma curva padrdo de Albumina de Soro Bovino (BSA) aplicada no mesmo gel. Os

anticorpos foram estocados a -20 °C até o seu uso.

3.14.2 Purificacdo da fracdo F(ab"), a partir da IgG purificada

A partir das IgG purificadas, anti-PspAb, ou anti-intimina, as fracdes F(ab"),
foram preparadas pelo uso do “kit Pierce™ F(ab), preparation” (Thermo Scientific
Pierce, Rockford, IL, Estados Unidos), seguindo instrucdes do fabricante. A
determinacdo da concentracdo da fracdo foi realizada por comparacdo das bandas em
SDS-PAGE (8 % de acrilamida) com base em uma curva padrédo de BSA aplicada no

mesmo gel. As fracbes foram estocadas a -20 °C até o0 seu uso.

3.14.3 Protocolo de imunizagao passiva

De acordo com cada experimento, camundongos BALB/c foram inoculados por
via i.p. com 500 pL de uma solucdo contendo 50 ou 20 pg de IgG purificada, soros

totais contendo 50 ou 20 pg de IgG ou a massa equivalente a massa molar de 20 pg de
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IgG, das fracbes F(ab’),. Duas horas ap6s a inoculagdo, os camundongos foram
desafiados por via respiratoria com Streptococcus pneumoniae ATCC6303, conforme
descrito no item 3.8.1. No ensaio de imunizagdo passiva realizado para avaliacdo da
protecdo mediada pela fracdo F(ab”), foram usados como controles positivos 0 soro de
animais imunizados com PspA5-wP e a imunoglobulina G (IgG) purificada deste soro.
Como controles negativos, utilizou-se 1gG e F(ab”), purificadas de soro hiper-imune

n&o relacionado (anti-intimina).

3.14.4 Deplecdo de proteinas do sistema complemento

Camundongos BALB/c foram imunizados com seis doses da formulacéo PspA5-
wP, de acordo com o protocolo de imunizacdo descrito no item 3.7. Vinte dias apds a
ultima dose, os animais foram inoculados pela via i.p. com 50 pug de Cobra Venom
Factor (CVF, Quidel, San Diego, CA, Estados Unidos), o correspondente a 19 U, por
animal. Os camundongos foram desafiados com a bactéria ATCC6303, conforme
descrito no item 3.8.1, 24 h ap6s a primeira inoculacdo de CVF, e mantidos em
observacdo por 10 dias para anélise da sobrevivéncia. Durante a observacao do desafio,
0s animais receberam mais uma dose de CVF, 48 h apds a primeira (24 h apds o
desafio). Um grupo controle vacinado com PspA5-wP, recebeu as doses de CVF mas

ndo o desafio, para o controle de possiveis efeitos deletérios deste fator.

3.15 Analises estatisticas

A comparacgdo dos niveis de anticorpos entre os grupos foi realizada pelo teste
de Mann-Whitney. A sobrevivéncia foi analisada por curvas de sobrevivéncia de
Kaplan-Meyer ou pelo teste exato de Fisher. Em todos os casos, P< 0,05 foi considerado
estatisticamente significante. Os graficos e andlises foram realizados pelo programa
Prism Graph-Pad 5.03
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4 Resultados

4.1 Caracterizacdo das propriedades adjuvantes de B. pertussis em combinacdo a

PspA5 em camundongos BALB/c

Na etapa inicial deste trabalho foram propostos ensaios para a avaliagéo e
caracterizacdo das propriedades adjuvantes de B. pertussis através do uso de linhagens
mutantes, defectivas para a expressdo de fatores de viruléncia, em combinacdo ao
antigeno PspAb5. O grupo coordenado pela Dra. Nathalie Mielcarek e pelo Dr. Camille
Locht do Instituto Pasteur, Lille, Franca, que estuda as propriedades de vacinas de
mucosas compostas de B. pertussis vivas atenuadas, contra coqueluche, construiu
linhagens de B. pertussis, que apresentam deficiéncia ou baixa expressao de fatores de
viruléncia. Estas linhagens foram cedidas gentilmente para o desenvolvimento deste
trabalho. A linhagem BPSM de B. pertussis, naturalmente resistente a estreptomicina e
derivada da linhagem Tohama I, foi a linhagem parental (Menozzi, Mutombo, 1994)

para a construcdo dos mutantes.

4.1.1 Comparacdo do efeito adjuvante dos mutantes de B. pertussis em relacdo a

vacina wP

Camundongos BALB/c foram imunizados por via nasal com uma dose de 5 g
da proteina PspA5 combinada a vacina wP ou a bactéria BPLOW inativada. O mutante
BPLOW foi o escolhido primeiramente para a comparacdo com as propriedades
adjuvantes da vacina wP, por apresentar muta¢des que afetam a atividade do regulon
BvgAS (Melvin, Scheller et al., 2014) e, consequentemente a expressdo de diferentes

fatores de viruléncia.

Na figura 2 pode-se observar a inducdo de 1gG anti-PspA5 em camundongos
imunizados com as formula¢Ges compostas pela proteina PspA5 como antigeno e a
vacina wP ou a mutante BPLOW como adjuvantes (PSpA5-wP ou PspA5-BPLOW). A
inducdo de IgG anti-PspA5 foi estatisticamente mais alta em todos os grupos que
receberam PspA5 em relagdo aos niveis de anticorpos observados nos grupos controle
(P< 0.001). Entretanto, os animais imunizados com PspA5-wP ou PspA5-BPLOW
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apresentaram niveis significativamente mais altos de anticorpos em relacdo aos niveis
observados no grupo que recebeu a proteina PspA5 sozinha, P< 0,001 para ambas as
comparacles. Alem disso, a indugdo de IgG anti-PspA5 foi estatisticamente superior
nos animais que receberam PspA5-wP em comparacdo com as concentracoes

observadas nos animais imunizados com PspA5-BPLOW (P=0,01).
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Figura 2. Indugdo de IgG anti-PspA5 em animais imunizados com as diferentes
formulagbes. Vinte dias ap6s a imunizagdo, os camundongos BALB/c foram submetidos a
sangria e os soros foram coletados para quantificacdo dos anticorpos IgG anti-PSpA5 por
ELISA. O gréfico foi composto com os resultados de 2 experimentos independentes com 6
animais por grupo cada. Os pontos indicam os dados individuais e a linha representa a mediana
dos grupos. ***P<0,001, *P= 0,01, teste de Mann Whitney. A linha indica o limite de deteccéo
da técnica. BPLOW: baixa expressdo de diferentes fatores de viruléncia, wP: vacina celular
pertussis.

Os soros dos animais foram avaliados quanto a presenca dos subtipos IgG1l e
IgG2a anti-PspA5. Os resultados apresentados na Figura 3 mostram que ambas as
formulacBes PspA5-wP e PspA5-BPLOW, apresentaram uma resposta com tendéncia
ao tipo Th2, com producdo preferencial de IgG1, mas também com claro aumento na

producdo de 1gG2a. Nos animais imunizados com PspAb, a resposta foi também
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direcionada para o tipo Th2. Entretanto, observou-se niveis mais baixos de 1gG2a e

maior razéo 1gG1:1gG2a.
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Figura 3. Inducdo dos subtipos de 1gG, 1gG1 e 1gG2a, anti-PsSA5 em animais imunizados
com as diferentes formulacdes. Vinte dias apds a imunizacdo, camundongos BALB/c foram
submetidos a sangria e o0s soros foram avaliados quanto a presenca de IgG1 e IgG2a anti-PspA5
por ELISA. O gréafico foi composto com os resultados de 2 experimentos independentes com 6
animais por grupo cada. As barras representam as médias das concentragdes com o0s desvios
padrdo. Os numeros acima das barras sdo os valores das razdes 1gG1/1gG2a, calculados para
cada grupo. BPLOW: baixa expressdo de diferentes fatores de viruléncia, wP: vacina celular
pertussis.

A sobrevivéncia dos camundongos BALB/c imunizados com PspA5-BPLOW ou
PspA5-wP foi avaliada apds o desafio respiratorio invasivo com a linhagem de
pneumococo ATCC6303. Os resultados apresentados na tabela 2 mostram que 83,3%
dos animais imunizados com a formulagdo PspA5-wP sobreviveram ao desafio, e este
resultado foi estatisticamente significativo quando comparado ao resultado observado
nos animais ndo imunizados (P<0,01), imunizados com wP (P<0,01) ou com PspA5
(P<0,05). Por outro lado, apenas 50% dos animais imunizados com PspA5-BPLOW
sobreviveram ao desafio. Este resultado estd no limite de significAncia quando
comparado a protecdo observada no grupo ndo imunizado (P=0,05). Além disso, a

imunizacdo com PspA5-BPLOW ndo foi significativamente superior a protecao
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observada nos animais imunizados com BPLOW ou PspAb5. A proteina PspA5 sozinha

conferiu protecéo a 33,3% dos animais.

Tabela 2. Sobrevivéncia de camundongos BALB/c apds desafio com S. pneumoniae ATCC6303.
Avaliacdo da atividade adjuvante da linhagem atenuada BPLOW

Grupos Vivos/total % sobrevivéncia p*
Non 0/6
BPLOW 1/12 8.3 1
wP 2/12 16,6 0,53
PspA5 4/12 33,3 0,24
PspA5-BPLOW 6/12 50,0 0,05
PspA5-wP 10/12 83,3 0,002

*teste exato de Fisher. Comparag¢Ges com o grupo nao imunizado (Non). Resultados
correspondentes a dois experimentos independentes.

Um dos importantes fatores de viruléncia que tem expressdo diminuida na
linhagem BPLOW é a PT. Assim, com base nos resultados obtidos, decidiu-se avaliar a
propriedade adjuvante da linhagem BPRA, que apresenta delecdo do gene ptx que
codifica PT (Antoine and Locht, 1990) em combinagcdo a PspA5. As formulacgdes

PspA5-BPSM e PspA5-wP foram usadas como controles positivos.

Na figura 4 pode-se observar que as trés formulacdes PspA5-BPRA, PspAb5-
BPSM e PspA5-wP estimularam niveis significativamente mais altos de 1gG anti-PspA5
para 0 grupo PspA5-BPRA, PspA5-BPSM e PspA5-wP com relacdo aos niveis
observados no grupo imunizado com PspA5, P<0,05 ou P<0,01. Observa-se, também,
que as formulacbes que contém as bactérias selvagens, PspA5-BPSM e PspA5-wP,
estimularam a producdo de IgG anti-PspA5 em niveis estatisticamente superiores em
relacdo a observada com a formulacdo PspA5-BPRA, P=0,002 para ambas as

formulacdes.
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Figura 4. Inducdo de 1gG anti-PspA5 em animais imunizados com as diferentes
formulagfes. Vinte dias apés a imuniza¢do, os camundongos BALB/c foram submetidos a
sangria e os soros foram avaliados quanto a presenca de 1gG anti-PspA5 por ELISA. Os dados
mostrados sdo de um experimento representativo de dois experimentos independentes
compostos por 6 animais por grupo. Os pontos indicam os dados individuais e a linha representa
a média dos grupos. *P<0,05 e **P< 0,01 teste de Mann Whitney. A linha representa o limite de
detecc¢do da técnica. BPRA: Defectiva para expressdo de PT, BPSM: linhagem parental derivada
de Tohama I, wP: vacina celular pertussis.

Os subtipos de IgG, 1gG1 e 1gG2a, foram avaliados nos animais imunizados com
PspA5-BPRA, PspA5-BPSM ou PspA5-wP (Figura 5). As trés formulacdes induziram

preferencialmente a producdo de IgG1, porém com alta producao de 1gG2a também.
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Figura 5. Inducdo dos subtipos de 1gG, IgG1l e 1gG2a, anti-PspA5 em animais
imunizados com as diferentes formulagdes. Vinte dias apds a imunizagdo, camundongos
BALB/c foram submetidos a sangria e os soros foram avaliados quanto & presenga de 1gG1 e
lIgG2a anti-PspA5 por ELISA. Os dados mostrados sdo de um experimento representativo de
dois experimentos independentes, compostos por 6 animais por grupo. As barras representam as
médias das concentracfes com os desvios padrdo. Os nimeros acima das barras sdo os valores
das razdes 1gG1/1gG2a calculados para cada grupo. BPRA: Defectiva para expressdo de PT,
BPSM: linhagem parental derivada de Tohama I, wP: vacina celular pertussis.

Os animais foram submetidos ao desafio respiratério invasivo com a linhagem
de pneumococo ATCC6303 (Tabela 3). A imunizagdo com PspA5-BPSM ou PspA5-wP
induziu a protecédo de 83,3 % e 66,7 % dos animais, respectivamente (P=0,02 e P=0,06,
em relacdo aos dados observados nos animais ndo imunizados). Por outro lado, a
imunizacdo com PspA5-BPRA, protegeu apenas 16,7%. Esta porcentagem de protecao

foi igual & observada nos animais imunizados com a proteina PSpA5 sozinha.
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Tabela 3. Sobrevivéncia de camundongos BALB/c apds o desafio com S. pneumoniae
ATCC6303. Avaliacdo da atividade adjuvante da mutante de B. pertussis defectiva para a
expressao da PT.

Grupos Vivos/total % sobrevivéncia p*
Non 0/6
BPRA 0/6 1
BPSM 1/6 16,7 1
wP 0/6 1
PspA5 1/6 16,7 1
PspA5-BPRA 1/6 16,7 1
PspA5-BPSM 5/6 83,3 0,02
PspA5-wP 4/6 66,7 0,06

*teste exato de Fisher. Comparagdes com o grupo ndo imunizado (Non).

4.1.2 Efeito adjuvante de diferentes componentes de B. pertussis quando inoculados em
combinagao com PspA5 em camundongos BALB/c

Para melhor caracterizar os componentes importantes na atividade adjuvante de
B. pertussis foram avaliados, neste modelo, alguns fatores de viruléncia purificados.
Estes fatores foram obtidos comercialmente.

A figura 6 mostra um SDS-PAGE com gradiente de 4 a 20 % de acrilamida das
proteinas PT, ACT, FHA e do fragmento N-terminal de PspA5 nas canaletas 2, 3, 4 e 5
respectivamente. A proteina PT apresentou varias bandas que se encontram entre 12 e 31
kDa. Estas bandas estdo na faixa da massa descrita na literatura (entre 11 e 26 kDa) para as
diferentes subunidades de PT, S1 a S5 (Pourahmadi, 2004). As bandas das proteinas ACT e
FHA apresentam massas estimadas de 220 kDa (Leusch, Paulaitis, 1990; Lambert-Buisine,
Willery, 1998) e foram observadas proximas da banda do marcador molecular que
corresponde a 225 kDa. O fragmento de PspA5 tem massa estimada de 45,9 kDa e, na
figura 6 (canaleta 5), a proteina foi observada entre as bandas que correspondem a 52 e 76
kDa do marcador de massa molecular. Essa migracdo andmala da proteina PspA em SDS-
PAGE foi descrita anteriormente (Yother and Briles, 1992) e é também observada para

diferentes variantes da proteina.
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Figura 6. Perfil eletroforético das diferentes proteinas utilizadas 1) padrdo de massa
molecular (Broad-Range Rainbow — GE Healthcare), 2) PT, 3) ACT, 4) FHA e 5) PspAb.

Camundongos BALB/c foram imunizados com a proteina PspA5 sozinha ou
com as diferentes combinac6es. Todos os grupos que receberam PspA5 apresentaram
niveis de 1gG anti-PspAb significativamente mais altos que os animais ndo imunizados,
P<0,05 para o grupo que recebeu PspA5 e P<0,01 para os demais (Figura 7). A
avaliacdo comparativa da inducdo de 1gG anti-PspA5 mostrou que a formulacdo PspA5-
PT induziu os niveis mais altos destes anticorpos, sendo diferentes estatisticamente de
todos os outros grupos, incluindo os grupos imunizados com PspA5 (P<0,05), PSpA5-
ACT (P<0,01) ou PspA5-FHA (P< 0,05). Por outro lado, a imunizacdo com as
formulacbes PspA5-ACT ou PspA5-FHA induziu concentracdes de IgG anti-PSpA5 em
niveis semelhantes a proteina PSpA5 sozinha, apesar de haver maior homogeneidade de
resposta entre os animais destes grupos em relagcdo aos animais imunizados com PSpAS5,
principalmente no grupo imunizado com PspA5-FHA. O grupo imunizado com PspA5-
FHA apresentou, ainda, niveis de 1gG anti-PspA5 significativamente mais altos que o
grupo imunizado com PspA5-ACT (P<0,05).
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Figura 7. Inducdo de 1gG anti-PspA5 em animais imunizados com as diferentes
formulag6es. Vinte dias ap6s a imunizagdo, camundongos BALB/c foram submetidos a sangria
e os soros foram avaliados quanto a presenca de IgG anti-PspA5 por ELISA. Os dados
mostrados sdo de um experimento representativo de dois experimentos independentes,
compostos por 6 animais por grupo. Os pontos indicam os dados individuais e a linha representa
a media dos grupos. *P<0,05 **P<0,01, teste de Mann Whitney. A linha representa o limite
minimo de detecc¢do da técnica.

A avaliacdo dos subtipos de IgG, apresentada na figura 8, mostrou novamente
que as imunizacdes com as formulacdes combinadas induziram preferencialmente a
producdo de IgG1, caracterizando, portanto respostas do tipo Th2. Entre os grupos, 0s
niveis mais altos tanto de IgGl como de lgG2a foram observados nos animais
imunizados com PspA5-PT ou PspA5-FHA.
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Figura 8. Indugdo dos subtipos IgG, IgGl e 1gG2a, anti-PSA5 em animais
imunizados com as diferentes formulagdes. Vinte dias apds a imunizagdo, camundongos
BALB/c foram submetidos a sangria e os soros foram avaliados quanto a presenca de 1gG1 e
IgG2a anti-PspA5 por ELISA. Os dados mostrados sdo de um experimento representativo de
dois experimentos independentes, compostos por 6 animais por grupo. As barras representam as
medias dos grupos com os desvios padrdo. Os nimeros acima das barras sdo os valores das
razdes 1gG1/1gG2a calculados para cada grupo.

A tabela 4 apresenta os resultados obtidos na avaliacdo da sobrevivéncia dos
animais imunizados com PspA5-PT, PspA5-ACT, PspA5-FHA e seus respectivos
controles, apés o desafio respiratorio invasivo com a linhagem de pneumococo
ATCC6303. Os resultados mostram que a formulacdo PspA5-PT conferiu sobrevivéncia
a 100 % dos animais, sendo este grupo estatisticamente diferente dos respectivos grupos
controles (PspA5 e PT) e também do grupo ndo imunizado (Non), nos trés casos com
um P=0,002. A imuniza¢do com PspA5-FHA conferiu protecdo parcial, com 50 % de
sobrevivéncia dos animais. Por outro lado, a imunizacdo com PspA5-ACT protegeu

apenas 16,6 % dos animais.
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Tabela 4. Sobrevivéncia de camundongos BALB/c apds o desafio com S. pneumoniae
ATCC6303. Avaliacao da atividade adjuvante dos componentes de B. pertussis purificados.

Grupos Vivos/total % sobrevivéncia p*
Non 0/6
ACT 0/6 1
FHA 0/6 1
PT 0/6 1
PspA5 0/6 1
PspA5-ACT 1/6 16,6 1
PspA5-FHA 3/6 50 0,18
PspA5-PT 6/6 100 0,002

*teste exato de Fisher. Comparag¢Ges com o grupo nao imunizado (Non).

Com base nos resultados apresentados, foi proposta a avaliacdo do papel da

atividade enzimatica de PT na acdo adjuvante observada.

Para alcangar este objetivo, foi proposta a purificacdo da PT a partir da linhagem
B. pertussis BPDR-RE. A PT expressa pela linhagem BPDR-RE (PT-RE) foi inativada
geneticamente por substituicbes dos residuos de arginina e acido glutamico, por
residuos de leucina (R13L) e de glicina (E129G) respectivamente, presentes na
subunidade S1. Estas substituicGes abolem a atividade enzimatica da PT, sem interferir
na estrutura da toxina (Alonso, Pethe, 2001). A purificagdo da PT-RE foi realizada
durante estagio no laboratério do Dr. Camille Locht no Instituto Pasteur de Lille,

Franca.

Inicialmente, foi realizada a interrup¢do do gene que codifica a ACT, cyaA,
produzindo a linhagem BPDR-RE-CyaA’". O objetivo desta estratégia foi evitar uma
possivel contaminacdo da PT-RE purificada com atividade de ACT, o que poderia
prejudicar a avaliacdo da atividade de PT-RE como adjuvante em nosso modelo. A
construcdo do mutante foi feita através da transformacao da bactéria com o vetor suicida
pFUS2-cyaA. Este vetor carrega a porcdo N-terminal do gene cyaA em fusdo com o
gene lacZ. A marca de resisténcia a antibidtico permite a selecéo de clones que sofreram
recombinacdo homologa em cyaA, gerando a interrupcdo deste gene pela fusdo com
lacZ no genoma da bactéria (Figura 9). A transformacdo foi realizada pela conjugacao
da E. coli SM10 A pir — pFUS2- cya com a BPDR-RE.
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Figura 9. Esquema de interrupcéo do gene cyaA usando o vetor pFUS2-cya — adaptado de
Locht et al., 2004. O vetor pFUS2-cyaA contém a origem ColEL de replicacdo (oriV), uma
origem de transferéncia (oriT), um gene de resisténcia a gentamicina (GmR), e 0 gene de
interesse, cyaA em fusdo com o gene lacZ. Abaixo, a estrutura do Idcus alvo apds a integracdo
do pFUS2-cyaA. Pr, regido do promotor.

Apos selecdo de clones resistentes ao antibidtico Gm, a interrupcao do gene cyaA
foi avaliada por PCR, utilizando oligonucleotideos especificos que anelam no gene
cyaA e no gene lacZ carregado pelo vetor. Na figura 10 pode-se observar que ap6s o
PCR, usando iniciadores que amplificam o segmento compreendido entre o gene cyaA e
0 gene reporter lacZ, dois clones apresentaram uma banda com tamanho de 721 pb,
conforme esperado. A inativacdo da atividade hemolitica da ACT foi também
comprovada pela auséncia de halo de hemdlise ap6s plagueamento dos clones em BG-
agar sangue. Apos o cultivo dos diferentes clones, foi conferido que os clones 2 e 3 ndo

apresentaram hemdlise (dados ndo mostrados).
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Figura 10. Avaliacdo dos clones de B. pertussis apos transformacao com o vetor pFUS2-
cyaA. Amplificagdo por PCR utilizando oligonucleotideos especificos para a regido upstream
do gene cyaA e downtream do gene lacZ em 12 clones obtidos apés a transformagdo da B.
pertussis por conjugagdo. MW: Marcador de massa molecular — Smart ladder (Eurogentec)

O clone 2 foi escolhido para a purificacdo de PT-RE, seguindo a metodologia
descrita no item 3.11. As amostras foram avaliadas por SDS-PAGE em gel de 15% de
acrilamida para confirmacgdo da presenca e pureza da proteina (PT-RE). A figura 11.A
apresenta uma purificacdo padréo de PT nativa, realizada a partir da linhagem selvagem
BPSM, pela equipe do laboratério da Franca, para comparacdo com o resultado da
purificacdo da PT-RE. O perfil de purificagio da PT nativa, foi de 5 bandas
correspondentes as diferentes subunidades que compdem a PT com as seguintes massas
moleculares: S1= 26 kDa, S2= 21.8 kDa, S3= 21.7 kDa, S4= 12 kDa e S5= 11.7 kDa.
Foram realizadas duas tentativas de purificagdo da PT-RE, que sdo apresentadas nas
figuras 11.B e C. Pode se observar nas duas purificacdes que as amostras apresentaram
bandas de diferentes tamanhos, ndo sendo possivel a deteccdo da PT-RE purificada.
Uma das hipoteses levantadas foi a contaminagdo por proteinas intracelulares

decorrentes de lise das bactérias durante o cultivo.
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Figura 11. Perfil eletroforético das amostras eluidas da coluna para avaliagdo da
purificacdo da PT-RE. Os sobrenadantes de cultivo da B. pertussis BPDR-RE CyaA™ foram
submetidos a cromatografia de afinidade usando a resina resina Affi gel Blue ~ (B e C). As
amostras foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida (15%). Ap6s a corrida o gel
foi corado com comassie blue. Em (A) é apresentado o padrdo de bandas da PT nativa. MW)
Padrdes de massa molecular Low Range (Bio-Rad) (A) e Broad Range (Bio-Rad) (B e C).

Como alternativa ao uso da PT-RE foi proposto o uso do oligdmero B (OligB) da
PT (subunidade responsavel pela ligacdo da toxina aos receptores celulares, disponivel
comercialmente) para avaliacdo da sua propriedade adjuvante quando combinada a
PspAb5. Assim, a atividade adjuvante na auséncia da subunidade enzimética S1 tornou-

se possivel.

Os animais foram imunizados pela via i.n. com uma dose de PspA5 sozinho ou
combinado a PT ou OligB. Os grupos controles do ensaio receberam somente OligB, PT
ou ndo foram imunizados (Non). A figura 12 mostra as concentracfes de IgG anti-
PspA5 ap0s a imunizacdo. Pode se observar que os niveis de IgG anti-PspA5 nos
animais imunizados com PspA5-OligB ou PspA5-PT foram estatisticamente superiores

aos niveis observados nos animais imunizados com PspA5 (ambas com P<0,01). Por
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outro lado, ndo houve diferenca significativa entre os niveis de IgG anti-PspA5

detectados nos grupos imunizados com PspA5-OligB e PspA5-PT.
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Figura 12. Inducdo de IgG anti-PspA5 em animais imunizados com as diferentes
formulagbes. Vinte dias ap6s a imunizagdo, os camundongos BALB/c foram submetidos a
sangria e os soros foram avaliados quanto a presenca de 1gG anti-PspA5 por ELISA. Os dados
representam um experimento, composto por 6 animais cada grupo. Os pontos indicam os dados
individuais e a linha representa a mediana dos grupos. **P<0.01, teste de Mann Whitney. A
linha representa o limite minimo de detec¢do da técnica.

Os niveis dos subtipos de 1gG, 1gG1 e IgG2a, anti-PspA5 estdo apresentados na
figura 13. Observa-se que, em comparacao aos animais imunizados com PSpAb5, 0s
animais que receberam PspA5-OligB ou PspA5-PT, apresentaram concentracdes mais
altas dos subtipos de 1gG, especialmente IgG1l. Os grupos imunizados com PspA5-
OligB e PspA5-PT tiveram uma razdo 1gG1/1gG2a, direcionada para o tipo Th2, sem
diferenca entre os grupos. A imunizacdo com PspA5 induziu uma resposta mais

balanceada, porém com niveis baixos de anticorpos.



62

2,3 36 32,3

100+
E3 19G1

10° E3 19G2a

1044

1034

IgG (ng/mL)

1024

101

Figura 13. Inducéo dos subtipos de 1gG, 1gG1 e 1gG2a anti- PspA5 em animais imunizados
com as diferentes formulacGes. Vinte dias apds a imunizacdo, camundongos BALB/c foram
submetidos a sangria e os soros foram avaliados quanto a presenga de IgG1 e 1gG2a anti-PspA5
por ELISA. Os dados representam um experimento, composto por 6 animais por grupo. As
barras representam as médias das concentragbes com os desvios padrdo. Os numeros acima das
barras s&o os valores das razdes 1gG1/1gG2a calculadas para cada grupo.

Vinte e um dias ap6s a imunizacdo com uma das diferentes formulacdes, 0s
camundongos foram submetidos ao desafio respiratorio invasivo com a linhagem
ATCC6303 de S. pneumoniae. A sobrevivéncia dos animais, registrada durante os 10
dias posteriores ao desafio letal, é apresentada na tabela 5. Os grupos imunizados com
PspA5-OligB ou PspA5-PT apresentaram 83,3 % e 80 % de sobrevivéncia,
respectivamente, e estas porcentagens foram significativamente superiores quando
comparadas ao grupo ndo imunizado (P=0,02 para ambos o0s grupos). O grupo

imunizado com PspAb apresentou apenas 16,7 % de sobrevivéncia.

Tabela 5. Sobrevivéncia de camundongos BALB/c apds o desafio com S. pneumoniae
ATCC6303. Avaliacdo da atividade adjuvante de PT e OligB.

Grupos Vivo/total % sobrevivéncia p*
Non \ 0/6
OligB \ 1/6 16,7 1
PT \ 0/6 1
PspA5 \ 1/6 16,7 1
PspA5-OligB \ 5/6 83,3 0,02
PspA5-PT \ 4/5 80,0 0,02

*teste exato de Fisher. Comparac¢Ges com o grupo ndo imunizado (Non).
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4.1.3 Avaliacdo da funcionalidade da IgG anti-PspA5 induzida pelas diferentes

formulacbes

Os ensaios a seguir foram propostos para a avaliagdo da capacidade de ligacdo da
IgG anti-PspAb5, induzida pela imunizagdo dos camundongos com as diferentes
formulacdes, na superficie da bactéria ATCC6303. Além disso, foram avaliados os efeitos
desta ligacdo na inducdo da deposicdo do componente C3 na superficie da bactéria. Estes
ensaios foram realizados in vitro com 0s soros obtidos dos experimentos de imunizagao
reunidos em pools de cada grupo. Apds incubacdo com anticorpo secundario anti-lgG
conjugado a FITC ou com anti-C3 conjugado a FITC, as amostras foram avaliadas por
citometria de fluxo. As curvas de deteccdo da ligacdo de IgG anti-PspA5 a superficie da
bactéria ATCC6303 estdo representadas nos painéis A e C da figura 14. As curvas de
deteccdo da deposicdo de C3 na superficie das bactérias sdo apresentadas nos painéis B e D

da figura 14.

A analise dos soros dos grupos imunizados com as formulagGes contendo as
bactérias inteiras como adjuvantes mostrou que o pool dos soros de animais imunizados
com PspA5-wP e PspA5-BPSM apresentaram maior capacidade de ligacdo a superficie do
pneumococo (medianas de 1098 e 519, Figura 14A) e de inducdo da deposicdo de
complemento (medianas de 4736 e 1406, Figura 14B) Por outro lado, as medianas das
curvas obtidas para o soro dos animais imunizados com PspA5-BPRA foram ligeiramente
superiores as medianas das curvas obtidas para 0s soros dos animais imunizados com
PspAb5, com os adjuvantes, ou ndo imunizados (medianas de 115 e 349, Figuras 14A e B).
Todos os outros soros apresentaram medianas iguais ao soro dos animais ndao imunizados,

tanto para ligagdo como para deposicdo de complemento.

A andlise dos soros dos grupos imunizados com as formulacdes contendo os
componentes purificados como adjuvantes mostrou que o soro dos animais imunizados com
PspA5-PT apresentou maior capacidade de ligacdo de IgG (mediana 1339, Figura 14C) e de
deposicdo do componente C3 (mediana de 806, Figura 14D) em relacdo a todos os outros
soros. Os soros dos animais imunizados com PspA5-ACT ou PspA5-FHA apresentaram
ligacdo de IgG levemente superior aos soros dos grupos controle (medianas de 113 e 91,
respectivamente, Figura 14C). Entretanto, ndo houve diferenca destes soros quanto a
capacidade de inducdo da deposicdo de C3 na superficie das bactérias em relagdo aos soros
dos grupos controle. Novamente, Todos 0s outros soros apresentaram medianas iguais ao

soro dos animais ndo imunizados, tanto para ligacdo como para deposi¢do de complemento.
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Figura 14. Ligacdo de 1gG anti-PspA5 e inducéo da deposi¢ao de complemento na superficie da linhagem de pneumococo ATCC6303. A capacidade
dos soros de camundongos BALB/c imunizados com as diferentes formulagcfes de se ligar a superficie de S. pneumoniae (A e C) e de induzir deposic¢éo do
componente C3 in vitro (B e D) foi avaliada por citometria de fluxo. As bactérias foram incubadas com 5% de soro e os resultados foram observados por
citometria de fluxo, através do uso de anti-lgG de camundongo ou anti-C3 de camundongos conjugados a FITC. A mediana da intensidade de fluorescéncia é

mostrada na figura para os diferentes grupos.

Para facilitar a visualiza¢do, os grupos que apresentaram curvas semelhantes ao grupo controle ndo imunizado
(Non) foram representados como areas em cinza.
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4.2 Avaliacdo do papel dos anticorpos na protecdo induzida pela vacina PspA5-wP

Os experimentos apresentados a seguir foram realizados com o objetivo de
caracterizar melhor o papel dos anticorpos induzidos pela formulacdo PspA5-wP e do
sistema complemento na protecdo dos animais contra o desafio respiratorio invasivo

com a linhagem de pneumococo ATCC6303.

Para caracterizar a importancia dos anticorpos na sobrevivéncia dos animais,
camundongos C57BL/6 e BKO (linhagem puMT” que apresenta deficiéncia na
maturacdo de células B) foram imunizados com a formulacdo PspA5-wP pela via i.n.
em esquema vacinal de seis doses, protocolo que induz altos niveis de anticorpos em
animais selvagens (Oliveira, Miyaji et al., 2010). Apds imunizacdo, os soros foram
coletados para avaliacdo de inducdo de IgG anti-PspA5, os animais foram desafiados

com a linhagem de pneumococo - ATCC6303 e a sobrevivéncia registrada.

A figura 15 mostra que, como esperado, ndo foi possivel detectar 1gG anti-
PspA5 nos soros dos animais BKO ap6s vacinacdo com PspA5-wP. No grupo de
animais selvagens que recebeu a formulagdo PspA5-wP, foram detectadas
concentracdes de IgG anti-PspA5 significativamente superiores as concentracdes

observadas no grupo vacinado com o adjuvante wP (P<0,01).
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Figura 15. Inducdo de IgG anti-PspA5 em animais imunizados com as diferentes
formulag6es. Camundongos C57BL/6 selvagem (WT) e Knockout para células B (BKO) foram
imunizados por via i.n. com 6 doses das diferentes formulagGes. Vinte dias apds a Gltima dose,
os animais foram submetidos a sangria e os soros foram avaliados quanto a presenga de 1gG
anti-PspA5 por ELISA. Os dados mostrados representam um experimento, com grupos
compostos por 6 camundongos C57BL/6 e 4 BKO. Os pontos indicam os dados individuais e a
linha representa a média dos grupos. **P<0,01, teste de Mann Whitney. A linha indica o limite
minimo de detecc¢do da técnica.

Na tabela 6 sdo mostrados os resultados da sobrevivéncia dos camundongos ap6s
o0 desafio com a bactéria ATCC6303. Os animais C57BI/6 WT imunizados com PspA5-
wP apresentaram 100% de sobrevivéncia, enguanto que nenhum animal BKO
submetido ao mesmo regime de imunizacao sobreviveu ao desafio. Além disso, nenhum

dos camundongos selvagens ou BKO imunizados com a wP sobreviveu ao desafio.
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Tabela 6. Sobrevivéncia de camundongos C57BL/6 selvagens ou BKO (uMT) apds o desafio
com S. pneumoniae ATCC6303. Avaliacdo do papel dos anticorpos na protecdo induzida
pela vacina PspA5-wP.

Grupos Vivos/ total % sobrevivéncia p*
. wP 0/4
|—
=3 PspA5-wP 0/4 1
wP 0/6 1
'_
2 PSpA5-wP 6/6 100 0,005

*Teste exato de Fisher. Comparac¢des com os respectivos grupos imunizados com wP.

A seguir, foram propostos ensaios de imunizagdo passiva para analise da
importancia IgG anti-PspA5 na protecdo induzida pela vacina PspA5-wP em

camundongos submetidos ao desafio com a bactéria ATCC6303.

Os camundongos receberam por via i.p. soro dos camundongos imunizados com
PspA5-wP ou IgG purificada a partir deste soro. Como controle negativo, 0s animais
receberam 1gG purificada a partir de um soro hiper-imune produzido contra um
antigeno ndo relacionado (Intimina de Escherichia coli enteropatogénica - NR). Duas
horas apds a inoculacdo, os animais foram submetidos ao desafio. Os resultados
apresentados na Figura 16 mostraram que 0s grupos imunizados passivamente com o
soro dos animais imunizados com PspA5-wP ou com IgG purificada deste soro
apresentaram sobrevivéncia de 50 e 41,7% dos animais, respectivamente, enquanto que
0 grupo que recebeu a IgG anti-intimina (NR), ndo apresentou sobreviventes. Estas
diferencas se mostraram significativas pela curva de sobrevivéncia de Kaplan-Meyer
(P<0,01).
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Figura 16. Sobrevivéncia apo6s desafio letal com a linhagem ATCC6303 em animais
imunizados passivamente com diferentes 1gGs purificadas ou soro de camundongos
imunizados com PspA5-wP. Camundongos BALB/c foram submetidos & imunizagéo passiva
via i.p. com soro de animais imunizados com PspA5-wP contendo 50 pg de IgG, 50 pg de IgG
purificada deste soro ou 50 pg de IgG purificada de soro hiper-imune anti-intimina (NR). Os
animais foram desafiados com a bactéria ATCC6303 duas horas ap6s a imunizacdo e
observados por 10 dias. Os valores estatisticamente diferentes sdo indicados pelos asteriscos.
**P<(.01 - em relacdo ao grupo que recebeu IgG NR, curva de sobrevivéncia de Kaplan-Meyer
(log-rank test).

Com o0 objetivo de caracterizar melhor a fungdo dos anticorpos induzidos pela
formulacdo PspA5-wP na protecdo dos animais contra o desafio com a linhagem de
pneumococo ATCC6303, foram propostos ensaios de imunizacdo passiva usando o
fragmento variavel de IgG (Fab"), produzido a partir da IgG purificada dos soros dos
animais imunizados com PspA5-wP. O objetivo desta estratégia é separar a porcao de
ligacdo ao antigeno, sem o fragmento cristalizavel (Fc), responsavel pela fixacdo do

complemento.

As figuras 17.A e B mostram SDS-PAGEs, em géis de 8 e 12% de acrilamida
respectivamente, representativas das purificacoes de IgG (figura 17.A) e das fracOes

F(ab’), (figura 17.B). Todas as purificacdes de 1gG apresentaram um perfil semelhante
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ao demonstrado na canaleta 2 da figura 17.A. As duas bandas observadas correspondem
as cadeias leve e pesada dissociadas pelo aquecimento na presenga de 3-mercaptoetanol,
com a massa de 25 e 55 kDa respectivamente. A figura 17.B mostra o perfil obtido na
eletroforese da fracdo (Fab"), apds o processo de purificacdo, sem aquecimento prévio
nem tratamento com B-mercaptoetanol para a conservacdo da molécula divalente. Nesta
figura pode se observar que a massa estd proxima a descrita na literatura para esta
fragéo, 110 kDa.

A B
kDa MW 2 1 MW kDa
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Figura 17. SDS-PAGE das purificacdes de 1gG e do fragmento F(ab”),. A, canaleta
MW: padrdo de massa molecular (Low molecular weight GE-Healthcare). Canaleta 2: 1gG
purificada a partir do soro de camundongos imunizados com PspA5-wP. B, canaleta 1:
Fragmento F(ab”), produzido a partir da IgG purificada. Canaleta MW: padrdo de massa
molecular (Broad -Range Rainbow — GE Healthcare). As setas pretas indicam as bandas de
interesse.

Camundongos BALB/c naive foram inoculados por via i.p. com soro de
camundongos imunizados com PspA5-wP contendo 20 pg de 1gG ou com 20 ug de IgG
purificada a partir deste soro ou igual massa molar da fracdo F(ab’),. Este experimento
foi realizado com uma quantidade menor de 1gG, pela dificuldade de producdo de
grandes quantidades de F(ab’),, Os controles receberam as mesmas amostras
provenientes de soros de camundongos imunizados com o antigeno ndo relacionado
(NR). Duas horas apo6s o inoculo, os animais foram desafiados com a linhagem de
pneumococo ATCC6303. Os grupos que receberam o soro de animais imunizados com

PspA5-wP ou a IgG purificada a partir deste soro apresentaram sobrevivéncia de 33,3 %
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dos animais, além de um tempo maior de sobrevivéncia dos animais. Por outro lado,
nenhum dos animais imunizados passivamente com a fragcdo F(ab”), produzida a partir
da 1gG derivada do soro PspA5-wP sobreviveu ao desafio, sendo que todos os animais
morreram em até 4 dias apds o desafio (P=0,01 quando comparados 0S grupos
imunizados com soro PspA5-wP ou IgG derivada deste soro e o grupo imunizado com
F(ab’), derivada de PspA5-wP). Nenhuma das amostras derivadas do soro NR produziu

algum efeito na sobrevivéncia dos animais.

- PspA5S-wP soro (2/6)
100 l -~ PspA5.wP IgG (2/6)
oo .@ PspA5-wP F(ab'); (0/6)
g -+~ NR soro (0/6)
§ 60 - -5 NRIgG (0/6)
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Figura 18. Sobrevivéncia ap6s desafio letal com S. pneumoniae (ATCC6303) em animais
submetidos a imunizacdo passiva. Duas horas ap6s a imunizagdo os camundongos BALB/c
foram desafiados com a bactéria ATCC6303. A sobrevivéncia foi observada por 10 dias. Os
valores estatisticamente diferentes sdo indicados: **P=0,01 em relagdo ao grupo que recebeu a
por¢do (Fab), derivada da IgG purificada do soro PspA5-wP, curva de sobrevivéncia Kaplan-
Meyer (log-rank test). NR = antigeno néo relacionado.

Para validar os resultados obtidos no experimento anterior, a fragdo F(ab’);
derivada da 1gG do soro PspA5-wP foi testada quanto a capacidade de se ligar a

superficie da linhagem de pneumococo ATCC 6303 in vitro.

A figura 19.A mostra que a IgG purificada do soro de camundongos imunizados
com PspA5-wP e o F(ab"), preparado a partir desta IgG foram capazes de se ligar a

superficie da bacteria, gerando curvas com medianas de 8622 e 1726 respectivamente.
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No entanto, apenas a IgG foi capaz de mediar a deposicdo do complemento na

superficie do pneumococo (mediana de 30000) (figura 19.B).
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Figura 19. Ligacdo de 1gG e F(ab’), e indu¢do de deposi¢cdo de complemento na superficie
do S. pneumoniae. IgG purificada de soro de animais imunizados com PspA5-wP e o
correspondente F(ab”), foram avaliados quanto a capacidade de se ligar a superficie de S.
pneumoniae (A) e de induzir deposicdo do componente C3 in vitro (B) por citometria de fluxo.
Como controle negativo, foi utilizada 1gG purificada de soro de camundongos imunizados com
wP. A mediana da intensidade de fluorescéncia é mostrada na figura para os diferentes grupos.

4.2.1 Papel das proteinas de complemento na sobrevivéncia de camundongos BALB/c

contra o desafio letal com a bactéria ATCC6303

Para confirmar o papel do complemento na protecdo induzida pela vacina

PspA5-wP, camundongos BALB/c foram imunizados com seis doses das formulac6es

wP, PspA5 ou PspA5-wP e, vinte dias apos a ultima dose, o soro foi coletado para

dosagem de IgG anti-PspA5. As concentragdes de anticorpos anti-PspA5 foram altas

para 0s grupos imunizados com PspA5-wP, e estatisticamente superiores (P<0.01) as

concentragdes observadas no grupo imunizado com a PspA5 sozinha. Nesse

experimento dois grupos receberam a formulacdo PspA5-wP ja que um deles seria

tratado com CVF.
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Figura 20. Inducdo de IgG anti-PspA5 em animais imunizados com as diferentes
formulagdes. Camundongos BALB/c foram imunizados por via i.n. com 6 doses das diferentes
formulag@es. Vinte dias ap0s a ultima dose, os camundongos foram submetidos a sangria e 0s
soros foram avaliados quanto & presenca de 1gG anti-PspA5 por ELISA. Os dados mostrados
representam um experimento, composto por 6 animais por grupo. Os pontos indicam os dados
individuais e a linha representa a média dos grupos. **P<0.01, teste de Mann Whitney. A linha
indica o limite minimo de deteccédo da técnica.

Os animais receberam CVF por via i.p. e, ap6s 24 h, foram submetidos ao
desafio com a linhagem de pneumococo ATCC6303. Vinte e quatro horas ap6s o
desafio, os animais receberam uma injecdo adicional de CVF. A avaliacdo da
sobrevivéncia (Figura 21) mostrou que 100 % dos animais imunizados com PspA-wP e
ndo tratados com CVF sobreviveram ao desafio. Por outro lado, nenhum animal do
grupo imunizado com PspA5-wP e tratado com CVF sobreviveu ao desafio. E
interessante observar que 0s animais deste grupo morreram mais rapidamente que 0s
animais inoculados apenas com o adjuvante wP. E importante ressaltar que foi realizado
um controle onde 2 animais imunizados com PspA5-wP foram tratados com CFV mas
nédo foram desafiados. Estes animais permaneceram saudaveis até o fim do experimento,

comprovando assim, que ndo houve efeito deletério pela aplicacdo de CVF.
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Figura 21. Sobrevivéncia apos desafio letal com ATCC6303 em animais submetidos a
regime vacinal e tratados com Cobra Venom Fator (CVF). Camundongos BALB/c foram
imunizados por via i.n. com 6 doses das diferentes formulagdes. Vinte e um dias apos a ultima
dose, os camundongos foram tratados ou ndo com CVF, submetidos ao desafio com a bactéria
ATCC6303 e observados por 10 dias. Os valores estatisticamente diferentes sdo indicados pelos
asteriscos. **P<0,01 em relacdo ao grupo imunizado com a formulagdo PspA5-wP que recebeu
CVF, curva de Kaplan Meyer (log-rank test).

4.3 Caracterizacdo das propriedades adjuvantes da vacina BCG em combinacdo com

PspA5 em camundongos BALB/c

Como alternativa a vacina wP, foi proposta também neste trabalho a avaliacdo do
potencial adjuvante da vacina BCG, que também constitui uma vacina composta por
bactéria inteira. A combinacdo de BCG ao antigeno PspAb, constitui uma estratégia

interessante ja que esta vacina € licenciada para uso em recém nascidos.

Camundongos BALB/c foram imunizados por via subcutanea (s.c.) com uma dose
de PspA5-BCG, contendo 5 pg de PspA5 e uma dose humana de BCG (1x10° células).
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Os grupos controles receberam a PspA5, BCG ou nédo foram imunizados. Na figura 22
sdo apresentados os niveis de concentracdo de anticorpos IgG anti-PspA5 detectados
nos soros dos animais imunizados, 20 dias apds a imunizacgdo. Os grupos que receberam
PspA5 ou PspA5-BCG, apresentaram niveis de anticorpos superiores aos niveis
observados nos animais ndo imunizados ou imunizados com BCG (P<0,0001). Por
outro lado, os niveis de anticorpos induzidos pela imunizagdo com PsSpA5 sozinha
foram equivalentes aos niveis induzidos pela formula¢do PspA5-BCG (P=0,34).
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Figura 22. Inducdo de IgG anti-PspA5 em animais imunizados com as diferentes
formulacGes. Vinte dias ap6s a Unica dose, os camundongos BALB/c foram submetidos a
sangria e os soros foram avaliados quanto a presenca 1gG anti-PspA5 por ELISA. Os dados
mostrados foram compostos por dois experimentos independentes, com 6 animais por grupo
cada. Os pontos indicam os dados individuais e a linha representa a mediana dos grupos. ***
P<0.0001 em relagdo ao grupo ndo imunizado (Non) ou ao grupo que recebeu a BCG sozinha,
teste de Mann Whitney. A linha indica o limite minimo de detecgdo da técnica.

Os soros foram também avaliados quanto aos niveis de 1gG1:1gG2a anti-PspAb.
Os resultados (Figura 23) mostraram que a imunizacdo com PspA5 ou PspA5-BCG
induziu uma resposta do tipo Th2, com niveis maiores de IgG1. Também foi possivel
observar que os niveis do subtipo IgG2a detectados para as duas formulagcdes, PSpA5 e
PspA5-BCG, foram semelhantes.
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Figura 23. Inducéo dos subtipos de 1gG, 1gG1 e 1gG2a, anti-PspA5 em animais imunizados
com as diferentes formulagdes. Vinte dias ap6s a imunizacdo, camundongos BALB/c foram
submetidos a sangria retrorbital e os soros foram avaliados quanto a presenca de IgG1 e 1gG2a
anti-PspA5 por ELISA. Os dados foram compostos por dois experimentos independentes, com 6
animais por grupo cada. As barras representam as medias das concentragBes com 0s desvios
padrdo. Os nimeros acima das barras sdo os valores das razes 1gG1/1gG2a calculadas para
cada grupo.

Os animais imunizados com PspA5 ou PspA5-BCG foram desafiados pela via
respiratoria com a linhagem ATCC6303 de S. pneumoniae. A tabela 7 mostra que 0s
camundongos imunizados com PspA5 ou PspA5-BCG, apresentaram sobrevivéncia de
66,7 % e 50 % respectivamente. A sobrevivéncia destes dois grupos foi
significativamente diferente da observada nos grupos ndo imunizado (Non) (P=0,001 e
P=0,01 respectivamente) ou imunizado com BCG (P=0,001 e P=0,01 respectivamente).
N&o houve diferenca estatistica significativa na protecdo conferida pela PspA5 sozinha

em relacdo a protecdo conferida pela formulacdo PspA5-BCG, P= 0,68.

Tabela 7. Sobrevivéncia de camundongos BALB/c apds o desafio com S. pneumoniae
ATCC6303. Avaliacdo do efeito adjuvante da vacina BCG

Grupos Vivos/total % sobrevivéncia p*
Non 0/12 0
BCG 0/12 0
PSpPAS 8/12 66,7 0,001
PSPAS-BCG 6/12 50 0,01

*Teste exato de Fisher. Comparag¢des com o grupo ndo imunizado (Non) ou BCG.
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A combinacéo de PspA5 a BCG ndo alterou significativamente a resposta imune e
protecdo induzida pela proteina sozinha. Com base nestes resultados, foi proposta a
diminuicdo da dose de PspA utilizada na imunizagéo, de 5 pg para 1 g e a realizacéo
de experimentos de dose-reforco através do uso de BCG e DTPw. Estas estratégias
consistiram no uso da vacina BCG como primeira dose em camundongos BALB/c
seguido de uma dose refor¢co com a vacina DTPw. A proteina PspA5 foi incluida na
primeira e/ou segunda dose do esquema vacinal, segundo os grupos apresentados na
figura 24. Para os grupos que receberam apenas BCG na primeira dose, o reforco com
PspA5-DTPw (BCG>>PspA5-DTPw) produziu niveis significativamente mais altos de
IgG anti-PspA5 do que o reforco com a proteina sozinha (BCG>>PspAb5). Entretanto,
ndo houve diferenca significativa nos niveis de anticorpos observados no grupo
BCG>>PspA5-DTPw e 0 grupo que recebeu apenas a dose de PspA5-DTPw
(Non>>PspA5-DTPw). A combinacdo de PspA5 e BCG na primeira dose, seguida de
reforco com PspAb5 na segunda dose (PspA5-BCG>>PspAb5) produziu niveis similares
de anticorpos em comparacao ao regime PspA5-BCG>>PspA5-DTPw. Entretanto, este
ultimo grupo apresentou menor dispersao dos dados. Por fim, a presenca de PSpA5 nas
duas doses e em combinacdo com as vacinas celulares (PspA5-BCG>>PspA5-DTPw)
aumenta significativamente os niveis de 1gG anti-PspA5, em relacdo ao grupo que
recebe apenas uma dose de PspA5 (BCG>>PspA5-DTPw).
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Figura 24. Inducdo de IgG anti-PspA5 em animais imunizados com as diferentes
formulagbes. Vinte dias ap6s a imunizagdo, os camundongos BALB/c foram submetidos a
sangria e os soros foram avaliados quanto a presenca de IgG anti-PspA5 por ELISA. Dados de
um experimento com grupos compostos por 6 animais cada. Os pontos indicam os dados
individuais e a linha representa a mediana dos grupos. ** P<0,01, teste de Mann Whitney. A
linha determina o limite minimo de deteccdo da técnica

A figura 25 apresenta o perfil dos subtipos de 1gG, 1gG1 e IgG2a, nos diferentes
grupos. A resposta para a maioria dos grupos foi do tipo Th2, com niveis superiores de
IgG1 em relacdo a IgG2a, com excecdo do grupo imunizado com BCG>>PspAb. Neste
grupo, apesar de observarmos ainda uma tendéncia para Th2 a razdo 1G1:1gG2a foi mais

equilibrada.
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Figura 25. Inducéo dos subtipos de 1gG, IgG1 e 1gG2a, anti-PspA5 em animais
imunizados com as diferentes formulacgdes. Vinte dias apds a imunizagdo, camundongos
BALB/c foram submetidos a sangria e os soros foram avaliados quanto a presenca de 1gG1 e
IgG2a anti-PspA5 por ELISA. Os dados mostrados correspondem a um experimento, com 6
animais por grupo. As barras representam as médias das concentragfes com os desvios padréo.
Os numeros acima das barras sdo os valores das razdes 1gG1/1gG2a calculadas para cada grupo.

Vinte e um dias apds a ultima dose os camundongos foram submetidos ao
desafio respiratorio invasivo com a linhagem de pneumococo ATCC6303. Os dados da
tabela 8 mostram que, entre os grupos que receberam apenas BCG na primeira dose, a
protecdo foi significativamente superior quando o reforco com PspA5 foi combinado a
DTPw. Nenhum animal do grupo vacinado com BCG>>PspA5 sobreviveu ao desafio,
enquanto que a vacinagdao com BCG>>PspA5-DTPw levou a sobrevivéncia de 83,3 %
dos animais. Ainda, a sobrevivéncia observada no grupo que recebeu o0 regime
BCG>>PspA5-DTPw foi ligeiramente superior ao grupo vacinado apenas com PspA5-
DTPw (Non>>PspA5-DTPw). Entretanto, estes dados ndo apresentam diferencas
significativas. Ambos o0s grupos que receberam PspA5 nas duas doses (BCG-
PspA5>>PspA5 e BCG-PspA5>>PspA5-DTPw) apresentaram niveis significativos de

protecdo, com 100 % e 83,3 % de sobreviventes, respectivamente.
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Tabela 8. Sobrevivéncia de camundongos BALB/c apds o desafio com S. pneumoniae
ATCC6303. Avaliacao do efeito adjuvante das vacinas BCG e DTPw combinadas a PspAb5.

Grupos Vivos/total % sobrevivéncia p*
BCG>>DTPw 0/6 0
Non>>PspA5-DTPw 3/6 50 0,18
BCG>>PspA5 0/6 0 1
BCG>>PspA5-DTPw 5/6 83,3 0,015
PspA5-BCG>>PspA5 6/6 100 0,0022
PspA5-BCG>>PspA5-DTPw 5/6 83,3 0,015

*Teste exato de Fisher. Compara¢des com o grupo BCG>>DTPw.

A seguir foi avaliada a capacidade protetora da formulagcdo PspA5-BCG contra a
linhagem de S. pneumoniae 0603, que expressa PspA do clado 1 (PspAl) em modelo de

desafio de colonizacdo em camundongos C57BL/6.

Neste ensaio os animais foram imunizados com duas doses pela via s.c., sendo a
primeira dose composta por 1 pug de PspA5 e uma dose humana de BCG e, a segunda
dose, por 1 pg da proteina PspA5 sozinha. Os grupos controles receberam PspA5, BCG
ou ndo foram imunizados (Non). A figura 26 apresenta as concentracdes de 1gG anti-
PspA5 detectadas nos diferentes grupos apos receber a primeira dose do esquema
vacinal proposto. Pode-se observar que o uso de uma menor concentracdo de PspA5 (1
pg) deixou mais evidente a acdo adjuvante de BCG ja que o grupo que recebeu a
formulacdo combinada, PspA5-BCG, foi estatisticamente superior a todos 0S grupos,
incluindo o grupo que recebeu a PspA5 sozinha (P<0,05) ou os outros grupos (P <
0,01).
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Figura 26. Inducdo de IgG anti-PspA5 em animais imunizados com as diferentes
formulagbes. Quatorze dias ap6s a primeira imunizagdo, os camundongos C57BL/6 foram
submetidos a sangria e 0s soros avaliados quanto a presenca de IgG anti-PspA5 por ELISA. Os
dados mostrados correspondem a um experimento com 6 animais por grupo. Os pontos indicam
os dados individuais e a linha representa a mediana dos grupos. * P<0,05 com rela¢do ao grupo
imunizado com PspA5. **P<0,01 em relagdo aos outros grupos, teste de Mann Whitney. A
linha indica o limite minimo de deteccédo da técnica.

Quatorze dias apds a primeira dose, 0 esquema de imunizacdo dos camundongos
foi reforcado pela inoculacdo de 1ug da proteina PspAb, também pela via s.c. A figura
27 mostra os resultados obtidos na avaliacdo da producdo de IgG anti-PspA5, duas
semanas apos o reforco. O grupo que recebeu a proteina PspA5 apresentou niveis de
IgG anti-PspA5 em concentracdes equivalentes as detectadas no grupo que recebeu a
PspA5 em combinacdo a BCG na primeira imunizacdo. Os niveis de 1gG anti-PspA5
destes dois grupos foram significativamente mais altos que os niveis observados no

grupo controle ndo imunizado (Non), P<0,01.
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Figura 27. Inducdo de IgG anti-PspA5 em animais imunizados com as diferentes
formulagbes. Vinte dias ap6s a ultima imunizagdo, os camundongos C57BL/6 foram
submetidos a sangria e os soros avaliados & presenca de IgG anti-PspA5 por ELISA. Os dados
mostrados correspondem a um experimento, composto por 6 animais por grupo. Os pontos
indicam os dados individuais e a linha representa a mediana dos grupos. ** P<0.01 em relacéao
ao grupo ndo imunizado (Non), teste de Mann Whitney. A linha indica o limite minimo de
detecgéo da técnica.

Vinte e um dias apds a segunda dose, foi realizado o desafio de colonizacdo, via nasal,
com a linhagem 0603 de S. pneumoniae. Os animais foram submetidos a eutanasia, 5
dias ap6s o desafio e a carga bacteriana nos lavados nasais foi avaliada. A figura 28
mostra 0s resultados do numero de unidades formadoras de colbnias (UFC)

recuperadas. Ndo houve diferenca no nimero de UFCs recuperadas entre 0s grupos.
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Figura 28. Contagem de Unidades Formadoras de Col6nia (UFC)- presentes nos
lavados nasais de camundongos imunizados com as diferentes formulacdes. Os pontos
indicam os dados individuais e a linha representa a mediana dos grupos. Os dados mostrados
correspondem a um experimento. Ndo houve valores estatisticamente diferentes entre os
diferentes grupos, teste de Mann Whitney.
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5 Discussao

Vacinas proteicas tém sido estudadas como alternativas as atuais vacinas contra
Streptococcus pneumoniae, que sdo baseadas em polissacarideos capsulares (PS). A
baixa reatividade cruzada entre estes polissacarideos implica no cultivo de diferentes
sorotipos de pneumococo e purificagdo dos respectivos polissacarideos, tornando o
método trabalhoso. Além disso, a necessidade de conjugagdo com carreadores proteicos
para a indugdo de resposta imune dependente de células T, eficaz em criancas, limita o
numero de polissacarideos incluidos nas formulacGes e encarece 0 processo. Estes
fatores, aliados as observacgdes de substituicdes dos sorotipos circulantes em populacfes
vacinadas, apo6s alguns anos de uso das vacinas conjugadas, estimulam a busca de
alternativas. O antigeno PspA € um dos principais candidatos estudados, apresentando
resultados importantes em diferentes modelos animais de infeccdo por pneumococo
(Miyaji, Oliveira et al., 2013). No entanto, apesar dos resultados promissores obtidos
com PspA, é necesséria a proposta para uso de novos adjuvantes, adequados para uso
humano, que permitam a estimulacdo de uma resposta imune eficaz com poucas doses

da vacina.

O nosso grupo testou a atividade adjuvante de vacinas pertussis, wP e wPlow
(vacina de nova geracdo, desenvolvida pelo Instituto Butantan, na qual o excesso de
LPS foi removido) em combinagdo a PspAS5 recombinante por via nasal em
camundongos. Ambas as vacinas estimularam a alta producdo de anticorpos PSpA5
especificos sisttmicos e de mucosa e protecdo contra desafios letais respiratorios e
também contra desafios de colonizacdo (Oliveira, Miyaji et al., 2010). Além disso, a
formulacdo PspA5-wP foi capaz de proteger camundongos da linhagem C3H/HeJ, que
ndo possuem a sinalizagdo por LPS, via receptor do TLR-4. Estes dados sugeriram, que
a atividade adjuvante exercida pela wP neste modelo ndo € dependente da presenca do
LPS. Neste trabalho, foi proposta a caracterizagdo dos componentes da vacina wP que

participam da atividade adjuvante neste modelo.

Avangos na pesquisa, incluidas as baseadas em gendmicas, tém sugerido que a
complexidade da patogenicidade de B. pertussis envolve diferentes fatores de

viruléncia, entre eles toxinas e adesinas. A producdo da grande maioria destes fatores é
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regulada pelo sistema de dois componentes BvgA/S. Acredita-se que este sistema seja
diferencialmente regulado pela bactéria durante as fases da infeccdo por B. pertussis.
Com base nesta hipotese, a fase denominada Bvg™ onde a expressao de diferentes fatores
de viruléncia ¢ baixa, corresponde a uma fase “ex vivo”. Durante a transmissdo, a
ativacdo de BvgAS estaria na fase intermediaria (Bvg'), com a expressdo de alguns
fatores importantes, sendo as adesinas as principais. Por fim, durante a fase in vivo,
BVgAS estaria na fase completamente ativa (Bvg®), onde ha a expressdo das adesinas e
de outros fatores de viruléncia, como PT e ACT. A modulacao do sistema BvgAS de B.
pertussis pode ser observada in vitro atraves de alteracbes em condicbes de cultivo
(Melvin, Scheller et al., 2014). A avaliagéo inicial neste trabalho consistiu no uso da
linhagem mutante mais atenuada, a BPLOW, que apresenta delecdes em regides do
regulon bvgA/bvgsS, as quais resultam em baixa expressdo de diferentes fatores de

viruléncia, entre eles a toxina pertussis (PT) e a hemaglutinina filamentosa (FHA).

Os experimentos iniciais utilizando as diferentes B. pertussis mostraram que a
acao adjuvante em combinacdo a PspA5 ndo foi dependente da linhagem utilizada, ja
que a vacina wP, produzida pelo Instituo Butantan, é derivada da linhagem NIH137, e a
BPSM ¢é derivada da linhagem Tohamal. Ambas apresentaram acdo adjuvante similar
quando combinadas a PspA5, induzindo altos niveis de anticorpos e prote¢do contra o
desafio respiratorio invasivo com pneumococo. Por outro lado, a combinacdo de PspA5
a BPLOW, apesar de induzir niveis significativamente mais altos de anticorpos do que a
proteina sozinha, foi significativamente inferior quando comparada as vacinas PspA5-
wP e PspA5-BPSM. A formulacdo PspA5-BPLOW conferiu prote¢do parcial, com
sobrevivéncia de 50 % dos animais. Estes resultados indicam que a baixa expressdo dos
diferentes fatores de viruléncia, como PT e FHA, limitou a propriedade adjuvante
exercida pela BPLOW. Assim, estes fatores foram apontados como candidatos a
adjuvantes em combinacao a PSpAb.

A combinacdo de PspA5 a BPRA, linhagem que apresenta delecdo no gene ptx
que codifica PT, induziu niveis significativamente mais baixos de 1gG anti-PspA5 que
as formulagdes PspA5-wP e PspA5-BPSM. Alem disso, a formulacdo PspA5-BPRA
ndo foi capaz de conferir protecdo aos animais vacinados. Assim, a auséncia da PT
compromete significativamente a atividade adjuvante de B. pertussis, sugerindo que o

efeito adjuvante observado neste modelo é devido, pelo menos, em parte a PT.
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Estes resultados nos levaram a testar alguns componentes purificados de B.
pertussis como adjuvantes em combinacdo a PspA5. Os trés componentes escolhidos
para esta analise, PT, ACT e FHA agem como imunomoduladores durante a infeccao
por pertussis (Melvin, Scheller et al., 2014) e ja foram descritos como adjuvantes em
combinacdo a antigenos heterélogos (Roberts, Bacon, 1995; Poulain-Godefroy,
Menozzi et al., 2003; Macdonald-Fyall, Xing et al., 2004; Orr, Douce et al., 2007,
Carbonetti, 2010). Dos trés componentes testados, PT apresentou a melhor atividade
adjuvante. A imunizagdo dos camundongos com uma dose nasal de PspA5-PT induziu
altos niveis de IgG anti-PspA5 no soro dos animais e conferiu elevada protegdo, com 80
% a 100 % de sobreviventes dos animais vacinados, apds o desafio respiratdrio invasivo
com pneumococo. Estes niveis foram equivalentes aos observados nas composicdes
contendo bactérias selvagens (PspA5-wP e PspA5-BPSM). FHA também apresentou
um efeito adjuvante importante quando combinado a PspA5, porém, induzindo niveis
mais baixos de IgG anti-PspAb5, se comparado a acdo de PT, e protecdo parcial, com

sobrevivéncia de 50 % dos animais vacinados.

A toxina ACT ndo exerceu efeito adjuvante quando combinado a PspAb5, nas
condicBes testadas. Trabalhos prévios demonstraram a acdo adjuvante de ACT por via
nasal, quando combinada a antigenos como ovalbumina e pertactina. Uma possivel
razdo para esta diferenca pode ser o uso de uma unica dose, contendo 1 pg de ACT
combinado a PspA5 em nosso trabalho, enquanto o outro estudo usou trés doses
contendo 10 pg de ACT combinada aos antigenos (Orr, Douce et al., 2007).

O mecanismo da acdo adjuvante de PT ndo é bem conhecido. E possivel que a PT
apresente um mecanismo semelhante ao das toxinas colérica (CT - produzida por Vibrio
cholerae) e termo-label (LT - produzida por E. coli), que também sdo exotoxinas
heterohexamericas do tipo ABs. Estas toxinas, CT e LT, além de ter uma acdo toxica
semelhante ao da PT, também atuam como um imundgeno e adjuvante de mucosa
induzindo IgG e IgA contra antigenos co-administrados por via nasal, oral ou parental
(Holmgren, Adamsson, 2005). Alguns efeitos desencadeados pelas toxinas CT e LT
sugerem 0s mecanismos das propriedades adjuvantes destas moléculas: 1) Aumento da
permeabilidade epitelial com consequente elevacdo na captacdo dos antigenos co-

administrados, 1) Aumento na capacidade de apresentacdo de antigenos por varias
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células apresentadoras de antigenos (APCs). Ill) capacidade de promover a
diferenciacdo isotipica de células B levando a uma producdo aumentada de 1gG e IgA e
IV) Efeitos estimulatdrios e inibitérios complexos sobre a proliferacdo de células T e
producdo de citocinas (Holmgren, Adamsson et al., 2005). Varios trabalhos
caracterizaram as propriedades exercidas pela PT em diferentes células do sistema
imunoldgico. Por exemplo, os linfocitos T CD8+, derivados do bago de camundongos, ao
serem estimuladas in vitro com PT apresentam aumento na expressdo dos receptores CD28
e CD69 e na expressdo de IFN-y, granzima B e IL-17 (Murphey, Chang et al., 2011). In
vitro foi demonstrado que a PT é capaz de estimular a expressdo das moléculas co-
estimulatorias CD40, CD83e CD86 e do MHC classe 1l em células dendriticas (Wang,
Yang, 2006). Em nosso trabalho, decidimos avaliar o papel da atividade enzimética de PT
na acdo adjuvante em combinacdo a PspA5. A primeira estratégia foi a purificacdo da PT
originaria da linhagem BPDR-RE, que apresenta substituicdes de aminoacidos que
eliminam a atividade enzimatica sem causar alteracdes na estrutura. Foi realizada a
interrupcao do gene que codifica a ACT na linhagem BPDR-RE, com o objetivo de eliminar
possiveis atividades residuais no produto purificado. Entretanto, as diversas tentativas de
purificacdo por cromatografia de afinidade ndo resultaram na PT-RE pura, havendo varios

contaminantes na preparagao.

Como alternativa, foi proposto o uso da subunidade B de PT, em pentamero
(Oligbmero B), que pode ser obtida comercialmente. Em combinacdo a PspA5, o
Oligdbmero B (OligB) foi tdo eficiente quanto a PT em induzir a altos niveis de 1gG anti-
PspAb5 e protecdo dos animais apds o desafio respiratdrio invasivo com S. pneumoniae.
Assim, em nosso modelo, a atividade enzimatica de PT também parece ndo ser essencial

para a acdo adjuvante.

Em concordéncia com o0s nossos resultados, na literatura sdo encontradas revisées
relatando que embora muitos dos efeitos da PT sejam dependentes da atividade de
ADP-ribosilagdo da proteina Gi, existem efeitos independentes desta atividade nos quais
o OligB, é responsavel. As regides N-terminal das subunidades S2 e S3 detém
propriedades de adesdo celular. Foi demonstrado, em mutantes deficientes para a
expressdao de PT, que a reconstituicdo da expressdo deS2 restaura a capacidade de
ligacdo da bactéria as células ciliadas, enquanto que S3 restaura a ligagdo a macrofagos.
(Locht, Coutte et al., 2011; Mangmool and Kurose, 2011). Assim, é possivel que a
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somatoria destas propriedades inerentes do pentamero e as diferencas na ligacdo das
subunidades expliquem a acdo adjuvante. Em experimentos in vitro, o oligB foi capaz
de estimular a proliferagdo de linfocitos T CD4" humanos e a maturacdo de células
dendriticas humanas (Alfano, Grivel, 2005; Wang, Yang et al., 2006). Apesar de ainda
ndo ser bem esclarecido o mecanismo pelo qual o OligB ¢ capaz de estimular diferentes
tipos celulares, este pentdmero exerceu um 6timo papel como adjuvante em combinacao

a PspA5 em nosso modelo.

O processo de inativagdo da vacina wP € realizado por tratamento com
formaldeido. Varios estudos mostraram o efeito deste tratamento na estrutura e
atividade da PT (Fowler, Xing, 2003; Oh, Kim, 2013). Diferentes concentra¢bes de
formaldeido podem afetar diferentemente a atividade enzimética ou de ligacdo a
carboidratos e a presenca de epitopos nativos (Fowler, Xing et al., 2003; Oh, Kim et al.,
2013). Além disso, reversdo dos efeitos do formaldeido em vacinas pertussis celulares,
principalmente com relacdo a capacidade de ligacdo a carboidratos exercida pela PT, foi
observada (Oh, Kim et al., 2013). Estes estudos demonstram a importancia do balango
entre baixa toxicidade e imunogenicidade para o desenvolvimento de vacinas pertussis
contendo PT. Em nossos estudos, nés ndo avaliamos as propriedades da PT nas
preparacdes de B. pertussis inativadas com formaldeido. Entretanto, o fato do mutante
BPRA (deficiente para expressdo de PT) apresentar atividade adjuvante reduzida em
nosso modelo, quando comparado as preparacGes baseadas em bactérias selvagens
(BPSM ou wP), sugere que o tratamento com formaldeido nestas preparacdes nao
afetou a atividade adjuvante da PT de forma significativa. Estes dados, em conjunto
com a acdo adjuvante apresentada por PT e pelo OligB purificados, apontam para o

papel essencial de PT neste modelo.

Diferentes estudos mostram a importancia da indugdo de IgG2a para a resposta
imune protetora contra PspA, pela maior capacidade de fixar complemento
(Arulanandam, Lynch et al., 2001; Ferreira, Darrieux et al., 2008). Ao avaliar a resposta
imune induzida por todas as formulagOes testadas, ndo foram observados balangos
IgG1:1gG2a que fossem mais favoraveis, segundo este parametro. Todas as formulagdes
induziram preferencialmente a producdo de IgG1l. Entretanto, na presenca de niveis
mais altos de 1gG, compreendendo tanto 1IgG1 como IgG2a, induzidos principalmente
pelas formulagdes PspA5-wP, PspA5-BPSM, PspA5-PT e PspA5-OligB a protecédo
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contra o desafio respiratorio invasivo foi observada. E possivel que os niveis altos de

anticorpos tenham compensado o balanco.

O papel dos anticorpos na protecdo conferida pelas vacinas compostas por PSpA é
bastante conhecido. Anticorpos anti-PspA sdo capazes de reverter a inibicdo da
deposicdo de complemento na superficie da bactéria, exercida pela proteina, levando a
fagocitose por macréfagos in vitro (Mukerji, Mirza, 2012; Ren, Li et al., 2012).
Diversas composicGes de vacinas baseadas em PspA foram testadas em modelos
animais e, em muitas delas, a inducéo de anticorpos foi observada, com efeito protetor
em diferentes modelos de desafio por pneumococo (Miyaji, Oliveira et al., 2013). PspA
ja foi testado em ensaios clinicos em humanos, induzindo altos niveis de anticorpos com
reatividade cruzada contra moléculas de diferentes clados. E interessante ressaltar que
0s anticorpos anti-PspA produzidos em humanos imunizados foram capazes de proteger
camundongos contra um desafio letal por pneumococo (Briles, Hollingshead, 2000;
Nabors, Braun, 2000). Por outro lado, camundongos vacinados com PspA5-wP por via
nasal, além de apresentarem altos niveis de 1gG anti-PspAb, apresentam também um
influxo aumentado de células para o trato respiratorio, logo apds o desafio, que é
rapidamente controlado. Este influxo é caracterizado por linfécitos B, T CD4" e T
CD8", além de neutrdfilos (Lima, Ferreira, 2012). Além disso, os animais vacinados
com PspA5-wP apresentam um aumento de secrecdo de citocinas pro-inflamatérias (1L-
6, IFN-a ¢ TNF-0) no trato respiratorio logo apés o desafio, mas esta resposta
inflamatdria é controlada em poucas horas. A deplecdo de células T CD4", T CD8" ou
células B no momento do desafio com a linhagem ATCC6303, em camundongos
imunizados com PspA5-wP, ndo afetam a protecdo. Assim, a presenca destas células no
momento do desafio ndo parece ser essencial a protecdo em condicdes de altos niveis de
anticorpos (Lima, Ferreira et al., 2012). Para caracterizar melhor os efetores da protegédo
induzida pela vacina PspA5-wP, contra o desafio respiratério invasivo com
pneumococo, foram realizados no presente trabalho alguns experimentos com enfoque
no papel da IgG anti-PspA5 e no sistema complemento. Em ensaios in vitro, foi
possivel observar que 0s soros dos camundongos que apresentaram os maiores niveis de
IgG anti-PspA5 (imunizados com PspA5-BPSM, PspA5-wP ou PspA5-PT)
apresentaram maior capacidade de ligacdo e maior inducdo da deposicdo de

complemento C3 a superficie da bactéria. Estas formulacdes foram também as que
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induziram protecdo significativa dos animais, ap0s o desafio respiratorio invasivo com o

S. pneumoniae

A auséncia de protecdo contra o desafio respiratrio invasivo com pneumococo
em camundongos que apresentam deficiéncia na maturacdo de células B (linhagem
UMT™), e, consequentemente s&o incapazes de produzir anticorpos, vacinados com
PspA5-wP reforca a importancia dos anticorpos neste modelo. Além disto, a imunizagéo
passiva de animais naive com IgG purificada e soro de animais vacinados com PspA5-
wP foi suficiente para conferir protecédo significativa contra o desafio por pneumococo,
com aumento no nimero de animais sobreviventes e no tempo de sobrevivéncia apos o
desafio. Por outro lado, a imunizacdo passiva com o fragmento variavel de IgG (Fab"),,
derivado de animais vacinados com PspA5-wP, ndo foi capaz de produzir este efeito.
Estes resultados indicam que além da ligacdo do anticorpo no PspA presente na
superficie da bactéria é necesséria a presenca do fragmento Fc (responsavel pela fixacao
de componentes do sistema complemento) para a inducéo da protecéo.

Recentemente, o mecanismo pelo qual PspA interfere na deposicdao de
complemento na superficie da bactéria foi descrito. O ancoramento de PspA se da
através da interacdo com residuos de fosfocolinas presentes na superficie da bactéria.
Esta interacdo inibe a ligacdo da proteina C reativa, um importante ativador da cascata
de complemento, aos residuos de fosfocolinas, resultando na diminuicdo da deposicédo
de complemento na superficie das bactérias (Mukerji, Mirza et al., 2012). Entretanto,
anticorpos protetores contra PspA mapeiam na regido N-terminal da molécula, fora do
dominio de interacdo com os residuos de colina (McDaniel, Ralph et al., 1994). Os
autores discutem que o efeito dos anticorpos anti-PspA na inducdo da deposicdo de
complemento na superficie da bactéria se deve, provavelmente, a ativacdo da via
classica do complemento, através da ligacdo do componente C1q no fragmento Fc dos
anticorpos (Mukerji, Mirza et al., 2012). O fragmento de PspA5 utilizado neste trabalho,
que compreende a regido N-terminal, incluindo o domino de prolinas, foi capaz de
induzir reposta protetora. Além disso, foi demonstrado em nossos experimentos o papel
do Fc da IgG induzida pela vacina PspA5-wP, contra o desafio respiratdrio invasivo por

pneumococo. Assim, 0s experimentos aqui apresentados corroboram esta hipotese.
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Por fim, a deplecéo das proteinas do complemento em camundongos imunizados
com repetidas doses de PspA5-wP, e que apresentam altos niveis de IgG anti-PspAb,
aboliu a protecdo da vacina contra o desafio respiratorio invasivo com o pneumococo,

confirmando a importancia do sistema complemento neste modelo.

Em imunizagdes de camundongos por via subcutanea, nosso grupo demonstrou
que a formulacdo PspA5-DTPw é capaz de induzir altos niveis de 1gG anti-PspA5 e
proteger 0s animais contra desafios respiratdrios letais com pneumococos expressando
PspAs de dois clados diferentes (Oliveira, Miyaji et al., 2010). Além disso, a
combinacdo a PspA5 néo interfere com a resposta imune induzida pelos 3 componentes
da DTPw (Lima, Miyaji, 2013). Por ser uma vacina composta por bactéria inteira e
segura para 0 uso em recém nascidos, a vacina BCG ¢é também uma forte candidata para
formulacGes combinadas. BCG ja foi testado como vetor carreador para PSpA em
modelos animais. A imunizacdo com BCG recombinante capaz de secretar PspA
induziu anticorpos anti-PspA em camundongos BALB/c, que foram capazes de proteger
camundongos imunodeficientes, contra desafios letais com pneumococo, em

experimentos de imunizacdo passiva. (Langermann, Palaszynski, 1994).

Nos experimentos realizados neste trabalho, a imuniza¢do de camundongos com
BCG combinado a PspAb5, por via subcutanea, induziu niveis de IgG anti-PspA5
similares aos observados para a imunizacdo com a proteina sozinha. Além disso, ambas
as formulagdes, PspA5 e BCG-PspA5 induziram a sobrevivéncia parcial dos animais,
em porcentagens bastante similares. Estes resultados indicam que apesar de BCG néo
apresentar um efeito adjuvante neste esquema de imunizagdo, no que concerne ao tipo

de resposta imune avaliado, ndo houve prejuizo desta resposta ao antigeno PSpADb.

Em ensaios de dose reforco, utilizando BCG em combinacdo ou ndo a PspA5
seguido de reforco com PspA5 ou PspA5 combinado a DTPw observamos uma forte
resposta, principalmente nos regimes de reforco na presenca de DTPw (BCG>>PspA5-
DTPw ou PspA5-BCG>>PspA5-DTPw) ou no uso de duas doses de PspA5 (PspA5-
BCG>>PspAb). Estas formulacbes foram capazes de estimular a produgdo de altos
niveis de IgG anti-PspA5 e de induzir protecdo significativa contra o desafio

respiratorio invasivo com pneumococo.
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Apesar da inducdo de IgG anti-PspA5 a vacina PspA5-BCG, mesmo apds um
reforco com PspA5 ndo foi capaz de proteger os animais contra o desafio por
colonizagdo com a linhagem de pneumococo 603, que expressa PspAl. Em trabalho
anterior, a combinacdo de PspA5 a wP por via nasal, foi capaz de conferir protecdo
neste modelo (Oliveira, Miyaji et al., 2010). E possivel que outros componentes da
resposta imune, induzidos por PspA5-wP, como por exemplo IgA anti-PspA5 na
mucosa respiratoria, sejam importantes para a protecdo. Estes componentes ndo foram

avaliados no presente trabalho.

Os dados apresentados no presente trabalho contribuem para o conhecimento dos
mecanismos da agdo adjuvante da B. pertussis. A definicdo de PT como um bom
adjuvante em combinacdo a PspA5 e mesmo o efeito adjuvante mais leve, como o
observado para a combinacdo com FHA, sugerem que vacinas pertussis acelulares
podem também ser bons candidatos. Os resultados promissores dos experimentos de
dose reforco usando BCG e DTPw estimulam mais estudos para propostas de

combinacges vacinais com PspA adequadas para uso humano.
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6 Conclusoes

A toxina pertussis (PT) é um componente importante na propriedade adjuvante
da wP e de composi¢des compostas por B. pertussis inativadas.

Neste modelo, PT e o dominio de ligagéo a glicoproteinas OligB apresentaram
atividade adjuvante similar a observada para wP, sugerindo que a atividade enzimatica

de PT ndo é essencial.

A protecdo é dependente da inducdo de altos niveis de IgG anti-PspA5 e
anticorpos induzidos pela vacina PspA5-wP sdo capazes de aumentar significativamente

a sobrevivéncia dos animais.

A protecdo é dependente do fragmento cristalizavel (Fc) da IgG, responsavel
pela fixacdo do complemento.

Na auséncia de complemento, os altos niveis de IgG ndo sdo capazes de conferir

protecéo.

A combinagédo de PspA5 a BCG néo altera significativamente a resposta imune e
protecdo conferida pela proteina sozinha, contra o desafio respiratdrio invasivo.
Entretanto, esquemas de dose reforco, utilizando a combinacdo PsSpA5-DTPw se

mostraram altamente eficazes.

Os resultados deste trabalho confirmam o potencial uso de vacinas celulares, aprovadas

para uso humano, como adjuvantes para PspA.
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