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RESUMO

Tostes RO. Avaliacdo da eficacia do antigeno PspA (Pneumococcal surface protein
A) em modelo de co-colonizagdo com diferentes linhagens de Streptococcus
pneumoniae. [dissertacdo (Mestrado em Biotecnologia)]. Sdo Paulo: Instituto de
Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sdo Paulo; 2015.

Streptococcus pneumoniae € o patdégeno causador de diversas doencas com
elevada mortalidade e morbidade, como meningite, bacteremia e pneumonia. As
vacinas disponiveis baseiam-se na resposta contra o polissacarideo capsular (PS),
porém possuem elevado custo e cobertura limitada aos sorotipos vacinais. Um forte
candidato vacinal é a proteina PspA (Pneumococcal surface protein A) que
apresenta variabilidade em diferentes isolados. O objetivo deste estudo foi avaliar a
eficacia da imunizacdo nasal com PspAs recombinantes de familia 1 (rPspAl e
rPspA2) e de familia 2 (rPspA3, rPspA4 e rPspA5) em um modelo de co-colonizacao
da nasofaringe de camundongos, utilizando isolados que expressam diferentes
PspAs (PspAl ao PspA4). Esse modelo visa avaliar a eficacia da vacinacéao frente a
exposicao a diferentes pneumococos, uma situacdo bastante comum, especialmente
em criancas. Foram realizados experimentos para constru¢cdo de linhagens de
pneumococos expressando PspAl ou PspA4 em um mesmo background genético a
partir do isolado TIGR4. No entanto, resultados de PCR e western blot mostraram,
apos varias tentativas, o insucesso de construcdo dessas linhagens. Camundongos
C57BL/6 foram entdo imunizados com rPspAl, rPspA2, rPspA3, rPspA4 ou rPspAS5
por via nasal utilizando a vacina celular pertussis (wP) como adjuvante. Apos trés
semanas, os camundongos foram desafiados com uma mistura dos isolados clinicos
491/00 (sorotipo 6B, PspAl) e 472/96 (sorotipo 6B, PspA4, resistente a trimetoprim)
e as bactérias foram recuperadas a partir de lavagens nasais em placas de &agar-
sangue. Experimentos de desafio com a mistura dos isolados de sorotipo 6B
(PspA3), resistente a espectinomicina) e do sorotipo 23F (PspA2) também foram
realizados. Os resultados do desafio com a mistura dos isolados de sorotipo 6B
indicaram que apenas os animais imunizados com rPspAl mostraram uma redugéo
estatisticamente significativa na colonizacdo com o isolado expressando PspAl
guando comparado ao grupo controle imunizado com o adjuvante wP, e apenas 0s
animais imunizados com rPspA4 mostraram reducdo do isolado que expressa
PspA4 quando comparado com o0 grupo controle imunizado com o adjuvante wP.
Essas analises mostraram que, aparentemente, rPspAl e rPspA4 sdo os antigenos
com maior potencial de protecdo contra os dois isolados. Sendo assim, foi testada a
mistura dos dois antigenos (rPspAl+rPspA4) ou uma dose de rPspAl seguida de
uma dose de rPspA4 (rPspAl/rPspA4), e tanto a imunizagdo com rPspAl+rPspA4
como a imunizacdo com rPspAl/rPspA4 diminuiram a colonizacdo pelos dois
isolados de sorotipo 6B. Os experimentos com o desafio com os sorotipos 6B e 23F
mostraram reducdo estatisticamente significativa na colonizagdo com o sorotipo 6B
(PspA3) nos grupos imunizados com rPspA4 e rPspAl+rPspA4 quando comparados
com o grupo de controle salina. Diferenca estatistica também foi encontrada na
colonizacdo com o sorotipo 23F (PspA2) nos grupos imunizados com rPspAl e
rPspA4 em relacdo ao grupo controle salina. Esses dados indicam que nesse
modelo, os antigenos rPspAl e rPspA4 também seriam adequados no controle da
colonizag&o por pneumococos de diferentes sorotipos expressando PspAs de familia
1 e 2. Aléem disso, nenhuma das formulagdes vacinais testadas levou a um aumento



exacerbado de colonizacdo de um isolado em relacdo ao outro, mostrando que a
estratégia vacinal ndo estaria favorecendo a substituicAo de isolados de
pneumococo. Os experimentos deste projeto avaliaram, portanto, a coloniza¢cdo com
misturas de isolados dos sorotipos 6B e 23F e expressando PspAl, PspA2, PspA3
ou PspA4, mostrando uma analise ampla da cobertura vacinal contra pneumococo
das diferentes formula¢des contendo as variantes do antigeno PspA e a importancia
desse antigeno para o desenvolvimento de uma nova vacina.

Palavras-chave: Streptococcus pneumoniae. Vacina. PspA. Proteina recombinante.
Co-colonizacao. Antigeno.



ABSTRACT

Tostes RO. Evaluation of the efficacy of PspA (Pneumococcal surface protein A) in a
co-colonization model with different strains of Streptococcus pneumoniae.
[dissertation (Master's program in Biotechnology)]. Sdo Paulo: Instituto de Ciéncias
Biomédicas, Universidade de S&o Paulo; 2016.

Streptococcus pneumoniae is the cause of several diseases with high mortality and
morbidity, such as meningitis, bacteremia and pneumonia. The available vaccines
are based on the response against the capsular polysaccharide (PS), but they have a
high cost and coverage restricted to the vaccine serotypes. A promising vaccine
candidate is the PspA protein (Pneumococcal surface protein A), which shows
variability in different isolates. The purpose of this study was to evaluate the efficacy
of nasal immunization with recombinant PspAs from family 1 (rPspAl and rPspA2)
and from family 2 (rPspA3, rPspA4 and rPspA5) in a model of co-colonization of the
mouse nasopharynx, using isolates expressing different PspAs (PspAl to PspA4).
This model aims to analyze the effectiveness of vaccination upon exposure to
different pneumococci, a common situation, especially in children. Experiments were
done for the construction of pneumococcal strains expressing PSpAl or PspA4 in the
same genetic background using the TIGR4 strain. However, PCR and western blot
results showed, after several attempts, that the construction of these strains failed.
C57BL/6 mice were then immunized intranasally with rPspAl, rPspA2, rPspA3,
rPspA4 or rPspA5 using the cellular pertussis vaccine (wP) as adjuvant. After three
weeks, mice were challenged with a mixture of clinical isolates 491/00 (serotype 6B,
PspAl) and 472/96 (serotype 6B, PspA4, trimethoprim-resistant) and bacteria were
recovered from nasal washes on blood agar plates. Challenge experiments with a
mixture of isolates of serotype 6B (PspA3, resistant to spectinomycin) and serotype
23F (PspA2) were also performed. The results of the challenge with the mixture of
isolates of serotype 6B indicated that only animals immunized with rPspAl showed a
statistically significant reduction in colonization with the isolate expressing PspAl
compared to the control group immunized with the adjuvant wP and only animals
immunized with rPspA4 showed reduction of the isolate expressing PspA4 when
compared with the control group immunized with the adjuvant wP. These analyses
showed that apparently rPspAl and rPspA4 are antigens with the greatest potential
for protection against both strains. Therefore, the mixture of the two antigens (rPspAl
+ rPspA4) or a dose of rPspALl followed by a dose of rPspA4 (rPspAl / rPspA4) were
tested, and both immunization with rPspAl + rPspA4 and with rPspAl / rPspA4
decreased colonization of the two serotype 6B isolates. The experiments with the
challenge with serotypes 6B and 23F showed statistically significant reduction in
colonization with serotype 6B (PspA3) in the groups immunized with rPspA4 and
rPspAl + rPspA4 when compared to the saline control group. Differences were also
found in colonization with serotype 23F (PspA2) in the groups immunized with
rPspAl and rPspA4 compared to the saline control group. These data indicate that in
this model, rPspAl and rPspA4 also appear to be suitable to control the
colonization by pneumococci of different serotypes expressing PspAs from family 1
and family 2. Furthermore, none of the tested vaccine formulations led to a
pronounced increase in colonization of one isolate over the other, showing that the
vaccine strategy would not favor the replacement of pneumococcal isolates. The
experiments in this project assessed colonization with mixtures of isolates of



serotypes 6B and 23F, expressing PspAl, PspA2, PspA3 or PspA4, showing a wide
vaccination coverage analysis of different formulations containing the PspA variants

against pneumococcus and the importance of this antigen to the development of a
new vaccine.

Keywords: Streptococcus pneumoniae. Vaccine. PspA. Recombinant protein. Co-
colonization. Antigen.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1- Taxa de mortalidade causada por doencas pneumocdcicas. Representada
em mortes por 100.000 criancas HIV negativas menores de cinco anos de idade
(O'Brien et al., 2009). ...coieeiieeeiiiie e 21
Figura 2- Causas de morte no grupo de criangas menores de 5 anos de idade em
paises de DaiXa renNda. ...........oouuuiiiiiii e ———— 22
Figura 3- Cobertura vacinal no mundo em 2014. ..........oooviiiiiiieeeeeeeeee e, 27
Figura 4- Introdugcdo ou o planejamento de introducdo para 2016 da vacina
pneumocadcica conjugada em todo O MUNAO ........uuuuuuuirimririiiiiiieii——.. 27

Figura 5- Representacdo esquematica da superficie de pneumococo. (Adaptado

Briles et al., 2000) .......uuiiiiiii e aaaaaaana 28
Figura 6- Representacado esquematica dos dominios contidos nas proteinas PspA.
(Adaptado de Moreno et al., 2010) .......uuuuuuuuumuiiiiiiiiiiiiiiie e 30
Figura 7- Classificacdo de PspA em familias e clados. .............cccoovvvviiiiiiiiiieeeeeeenns 31
Figura 8- Esquema dos dominios estruturais dos fragmentos pSpA. .......cccccceeeeenns 41
Figura 9- Esquema de imunizacéo e desafio via nasal de camundongos. ............... 42

Figura 10- Caracterizacdo das linhagens de TIGR4 nocauteadas para pspA por
PCR e western blot — JAnUS CaSSEIE .........uuuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieieeeeeeee 46
Figura 11- Analise da transformacéo de TIGR4-ApspA para a troca alélica por PCR—
JaNUS CaSSEttE-PSPAL. ..o 47
Figura 12- Analise da transformacao de TIGR4-ApspA para a troca alélica por PCR
e western blot- Janus CasSette-PSPAL ........ueii i i et 48
Figura 13- Caracterizacdo das linhagens de TIGR4 nocauteadas para pspA por
PCR e western blot — Sweet Janus CasSette. ........coccevivveiiiiiiiiie e eeeeeeeens 49

Figura 14- Analise da transformacao de TIGR4-ApspA para a troca alélica por PCR

— Sweet Janus Cassette- pspAl e pspA4 (oligonucleotideos Sw5112/3112) ........... 50
Figura 15- Analise da transformacédo de TIGR4-ApspA para a troca alélica por PCR
— Sweet Janus Cassette — pspAl e pspA4(oligonucleotideos LSM12/SKH2)........... 50
Figura 16- Andlise da transformacdo de TIGR4-ApspA para a troca alélica por
western blot — Sweet Janus Cassette- pSPAL € PSPAL. ......vveviiiiiieeiiiiiie e, 51
Figura 17- SDS-PAGE 12% das proteinas recombinantes purificadas. ................... 52

Figura 18- Induc&o de anticorpos 1gG anti-rPSPA.........ooiiiiiiiiiieeeeii e 53



Figura 19- Ligacdo de anticorpos IgG anti-PspA a superficie do pneumococo........ 54
Figura 20- Recuperacdo de pneumococos da nasofaringe de camundongos
colonizados experimentalmente com 491/00 OPTR (PspAl), 679/99 OPTR (PspA3)
OU 472/96 TMPPR (PSPAZL). ..ottt ettt 56
Figura 21- Recuperacdo de pneumococos da nasofaringe de camundongos
colonizados experimentalmente com 491/00 (PSPAL).. ..coovviiiiiiiiiiiiiiiie e 57
Figura 22- Recuperacdo de pneumococos da nasofaringe de camundongos
colonizados experimentalmente com as misturas 491/00 (PspAl) + 679/99 OPTR
(PspA3) ou 491/00 (PSpAL) + 472/96 TMPR (PSPA4). ...ovovieieeeeeeeeeeeeeeeeereeens 58
Figura 23- Recuperacdo de pneumococos da nasofaringe de camundongos
desafiados com mistura de isolados 491/00 (PspAl) + 472/96 TMPR (PspA4) —
TPSPAL @ TP S DA .t 60
Figura 24- Recuperacdo de pneumococos da nasofaringe de camundongos
desafiados com mistura de isolados 491/00 (PspAl) + 472/96 TMPR (PspA4) —
rPSPAL+IPSPAL € rPSPALIIPSPAL.. ...t 61
Figura 25- Recuperacdo de pneumococos da nasofaringe de camundongos
colonizados experimentalmente com mistura de isolados dos sorotipos 6B e 23F...62
Figura 26- Recuperacdo de pneumococos da nasofaringe de camundongos
imunizados com rPspAs e desafiados com mistura de isolados dos sorotipos 6B e
12 | RS RPO PP 63
Figura 27- Inducéo de anticorpos IgG anti-rPspA 2 e anti-rPSpA3. ........cccceeeeeeeeennns 64
Figura 28- Recuperacdo de pneumococos da nasofaringe de camundongos
imunizados com rPspAs e wP na primeira dose, e desafiados com mistura de
isolados dos SOrotipoS 6B € 23F.. ... 65
Figura 29- Recuperacdo de pneumococos da nasofaringe de camundongos
desafiados com mistura de isolados 23F OPKA (PspA2) + 6B OPKA SPECR (PspA3)
— TPSPAL @ TP SPAS. .. 66
Figura 30- Razdo das UFCs de pneumococos recuperados da nasofaringe de

camundongos imunizados e desafiados com mistura de isolados..............ccccceeees 67



LISTA DE TABELAS

Tabela 1- Isolados de S. PNEUMONIAE. ......ccoiviiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeee e 36

Tabela 2- Oligonucleotideos utilizados para classificacdo de PspA em familias e

(0] =T [0 530U PRTT 36
Tabela 3- Oligonucleotideos utilizados para constru¢do das linhagens derivadas da
LI L] U UPURT 38
Tabela 4- Oligonucleotideos utilizados para os ensaios de qPCR (Azzari et al.,
120 0 ) RS POPPPPP 45
Tabela 5- Massa molecular e pl preditos para as proteinas PSPAS. .......ccccccoviinnnnee. 52
Tabela 6- Mediana da intensidade de fluorescéncia do total de bactérias................ 55

Tabela 7- Comparacéo entre UFC recuperada em placa e estimativa por qPCR....68



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Amp - Ampicilina

BSA - Bovine Serum Albumin

CDR - Clade Defining Region

CRMa97 - Toxina Diftérica Mutada, sem atividade toxica
DO - Densidade Optica

ELISA - Enzyme-linked Immunosorbent Assay

FITC - Isotiocianato de fluoresceina

H202 - Agua Oxigenada

His - Histidina

Ig - Imunoglobulina

IgG - Imunoglobulina G

kDa - KiloDalton

LPS - Lipopolissacarideo

M - Molar

mM - Milimolar

Mg - Micrograma

ML - Microlitro

nm - Nandmetro

OPD - Ortofenilenodiamina

pb - Pares de Bases

PCR - Polymerase Chain Reaction

PCV7 - 7-Valent Pneumococcal Conjugate Vaccine
PCV10 - 10-Valent Pneumococcal Conjugate Vaccine
PCV13 - 13-Valent Pneumococcal Conjugate Vaccine
PS - Polissacarideo Capsular

PspA - Pneumococcal Surface Protein A

pspA - Gene da Pneumococcal Surface Protein A
PspC - Pneumococcal Surface Protein C

SDS-PAGE - Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis
TBS - Tris Buffered Saline

THY - Meio Todd-Hewitt acrescido de extrato de levedura

UFC - unidade formadora de colbnia



SUMARIO

L INTRODUGAOD ...ttt anas 20
1.1 StreptOCOCCUS PNEUMONIAE ...coeeieeeeeeiiiiie e e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e eeeaaannas 20
2 =t o1 To 1T ¢ 1T ] o T | = U 20
1.3 ANtiDIOtICOS € VACINAS ..ooeeeiiiiiiiiiiieee ettt 23
1.4 PspA (Pneumococcal Surface Protein A).....cooovviiiiiiiiieeieeeeeieee e, 29
2 OBUIETIVOS ... e e 33
3 MATERIAL E METODOS ....oviiiiieceeciecteee ettt ettt sa et eaene s 34
3.1 Listade meios de cultura @ SOIUGOES ......ccoeeeeieieeeieeeee 34
3.2 Isolados de StreptoOCOCCUS PNEUMONIAE ......cceeeeeeeeeeeeeeeeee e 35
3.3 TIPAgEM B PSP A e 36

3.4 Construgao das linhagens TIGR4 nocaute para pspA (TIGR4-ApspA)
expressando PspAl (TIGR4-PspAl) e expressando PspA4 (TIGR4-PspA4)......37

3.5 Reacdo de polimerizacdo em cadeia para amplificacdo dos genes pspAl e

[0S PPN 38
.7 WESTEIN DIOT. .o 39
3.8 Expressao e purificacdo das proteinas PspA recombinantes ...................... 39
3.9 Imunizag@o dos CaAMUNAONGOS ...cooeiiieeeeeeeee e 41

3.10 Avaliagdo da inducao de anticorpos contra PspA por ELISA (Enzyme-
linked iIMMUNOSOrDENT BSSAY) .. .uuuuuiiiiiiiiiiiiiii e 42

3.11 Colonizacédo experimental e avaliagdo de co-colonizacdo da nasofaringe

de camundongos utilizando isolados clinicos expressando diferentes PspAs 43

3.12 Ensaios de ligacdo de anticorpos IgG anti-PspA a superficie da bactéria

por citometria de flUXO ... 44
3.13 PCR quantitativo em tempo real ..o 45
4 RESULTADOS. ... 46



4.2 Expresséo e purificac8o das proteinas rPSPA ...t 51

4.4 Andlise de ligacao de anticorpos IgG anti-PspA a superficie da bactéria por
CItOMELNIAa A€ TIUXO .o e e e e e 53

4.5 Avaliacdo de co-colonizacdo utilizando isolados clinicos expressando
(0 =TT QN =TSR oSy o) N P 55

4.6 Quantificacdo de isolados dos sorotipos 6B e 23F por PCR guantitativo em

TEMPO TEAI ..ottt 68
D DI S CUS S AD .. oo, 69
B CONCLUSAOD ..o e, 75

REFERENCIAS . ... oot e, 76



20

1 INTRODUCAO

1.1 Streptococcus pneumoniae

O Streptococcus pneumoniae, bactéria pertencente a familia
Streptococcaceae e comumente conhecido como pneumococo, é um diplococo
Gram-positivo e anaerébico facultativo. E uma bactéria capsulada com morfologia de
cocos (0,5 a 1,25 um de diametro) e arranjada em pares (diplococos) ou em cadeias
curtas. Sdo organismos imoveis e ndo formam esporos (Bergey, Breed, 1957,
Broome, Facklam, 1981).

O pneumococo faz parte da microbiota normal da nasofaringe de seres
humanos sadios, mantendo um relacionamento comensal com o seu hospedeiro,
mas é um patégeno causador de diversas doencas com alta mortalidade e
morbidade, como meningite, pneumonia, bacteremia e sepse, além de outras
infeccdes frequentes do trato respiratério, como otite média e sinusite.

O S. pneumoniae possui varios fatores de viruléncia: capsula polissacaridica
(PS), pneumolisina (Ply), proteina A de superficie de pneumococo (PspA),
proteina C de superficie de pneumococo (PspC), e adesina A de superficie de
pneumococo (PsaA). O polissacarideo capsular € o fator de viruléncia mais
importante, pois possui atividade anti-fagocitica e facilita a aderéncia e a colonizagéo
das células epiteliais da nasofaringe (Steel et al., 2013). Esta capsula possui
diferencas na sua composicéo e estrutura, sendo a base da diferenciacéo sorologica
dos pneumococos em mais de 90 sorotipos.

1.2 Epidemiologia

A incidéncia de doencas pneumocdcicas e a mortalidade sdo maiores em
criancas menores que cinco anos de idade, idosos e em individuos
imunocomprometidos (Centers for Disease Control and Prevention, 2008). A
colonizacdo da nasofaringe € um pré-requisito para desenvolvimento de doencas
pneumocacicas e transmissao da bactéria.

A colonizac¢do da nasofaringe por pneumococo é comum e a frequéncia varia

de acordo com a localizacdo geografica e condi¢cdes socioecondmicas, com taxas
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prevalentes de 40-90% em criangcas menores do que cinco anos de idade, e de 1-
10% em adultos (Adetifa et al., 2012; Bogaert et al., 2004). A colonizacao simultanea
por multiplas cepas de pneumococo também €& comum, sendo que
aproximadamente metade das criancas sdo co-colonizadas simultaneamente com
duas ou mais cepas de S. pneumoniae (Turner et al., 2011; Wyllie et al., 2014).

Estimou-se que em 2000, houve 14,5 milhGes de episoddios de doencas
pneumocacicas graves no mundo, causando 826.000 mortes em criancas de 1 a 59
meses, das quais 91.000 eram criancas HIV positivas e 735.000 eram criangas HIV
negativas. Dentre as mortes de criancas HIV negativas, mais de 61% ocorreram em
paises africanos e asiaticos (Figura 1). Assim, as infec¢Bes causadas por
pneumococo seriam responsaveis por 11% de todas as mortes nessa faixa etaria
(O'brien et al., 2009).

o 8o
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&

=10

B 10-<100
Il 100-<300
= 300-<500
I =500

Figura 1- Taxa de mortalidade causada por doencas pneumocdcicas. Representada em mortes
por 100.000 criancas HIV negativas menores de cinco anos de idade (O'Brien et al.,
2009).

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estimou que em 2008, globalmente,
houve 476.000 mortes de criancas HIV negativas menores que cinco anos causadas
por infeccbes pneumococicas. Isso representou 5% de todas as causas de
mortalidade em criancas nesse grupo etario (World Health Organization, 2012) e
uma reducdo de mais de 60% nas mortes de criancas HIV negativas quando

comparado ao ano 2000.
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A pneumonia é a doenca mais comum causada por pneumococo e € uma
das principais causas de morte em criancas abaixo de 5 anos de idade em paises de
baixa renda (Figura 2) (GAVI Alliance, 2012). Em 2011, 1,3 milhdes dos casos de
pneumonia levaram a morte de criangas entre zero e quatro anos em todo o mundo,
sendo que 81% dessas mortes ocorreram nos primeiros dois anos de vida. Dentre
as doencas que podem ser evitadas através de vacinacao, S. pneumoniae € 0 maior
causador de pneumonia severa (18,3%) e morte (32,7%), superando 0 virus
influenza (7% de episédios severos e 11% de mortes) e o Haemophilus influenzae

tipo b (4% de episddios severos e 16% de mortes) (Walker et al., 2013).

Acidentes SaramDO
5%
HIV/ AIDS
‘ Pneumonia
Anormalidades congémlas 18%
Sepse neonatal
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14% L
Outros
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Figura 2- Causas de morte no grupo de criangcas menores de 5 anos de idade em paises de
baixa renda (Adaptado de Pneumococcal factsheet-  GAVI  Alliance-
http://www.gavialliance.org/support/nvs/pneumococcal/).

Estudos mostraram que entre 2004 e 2006, a doenca pneumococica foi
responsavel por 34.217 hospitalizacdes no Sistema Unico de Saude Brasileiro
(SUS), representando 0,1% de todas as internacbes no setor publico no pais.
Pneumonia causada por pneumococo foi responsavel por 64,8% dessas
hospitalizagbes (Novaes et al.,, 2011). Estimativas feitas com base em dados de
2005 no Brasil mostraram que doencas pneumocdcicas causam mais de 40.000

mortes anuais no pais, com mais de 300 casos de sepse, 370.000 casos de otite
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média e 150.000 casos de pneumonia, com custos associados de mais de US$ 240
milhdes (Constenla, 2008).

Existem 97 sorotipos de PS descritos (Geno et al., 2015). A maioria das
doencas causadas por pneumococo em criancas esta relacionada a um numero
restrito desses sorotipos, que variam, principalmente, de acordo com a regiao
geografica considerada (Dagan et al., 2004). Dados do programa de vigilancia The
Tigecycline Evaluation Surveillance Trial (TEST) mostraram que 0s sorotipos mais
comuns em doenca invasiva, entre 2004 e 2008, mundialmente em criancas
menores que cinco anos foram o0s sorotipos 19A (28%), 19F (10%) e 14 (9%),
enquanto que os mais comuns em adultos com mais de 16 anos foram 0s sorotipos
19A (13%), 3, 6A e 7F (7%- soma dos 3 sorotipos) (Hackel et al., 2013).
Aproximadamente 23 sorotipos sdo responsaveis por 80-90% das doencas
pneumocadcicas invasivas. O sorotipo também esta envolvido com a gravidade da
doenca, e o impacto clinico de uma vacina pneumocdcica normalmente depende da
cobertura dos sorotipos que estdo associados com as doencas invasivas ou com a
resisténcia do pneumococo aos antibioticos (Aliberti et al., 2014).

A morbidade e mortalidade por pneumonia na infancia estdo diminuindo,
certamente devido a campanha mundial de imunizac¢do, mas ainda é necessario agir

globalmente e em nivel nacional para acelerar essa reducao.

1.3 Antibidticos e Vacinas

As infeccdes causadas por pneumococo foram por muitos anos
tradicionalmente tratados com penicilina ou ampicilina. Contudo, a resisténcia, vista
pela primeira vez na década de 1960, continuou a aumentar em todo o0 mundo nas
décadas mais recentes. A emergéncia da resisténcia a penicilina e a outros
antibiéticos B-lactamicos em pneumococos levou ao aumento da utilizacdo de
macrolideos, fluoroquinolonas e outros antibidticos ndo-B-lactamicos para infeccbes
pneumocécicas. Varios estudos demonstraram a dificuldade de estabelecer um
tratamento efetivo contra a bactéria, devido o surgimento de pneumococos
resistentes a diversos antibidticos, como tetraciclina, eritromicina, cloranfenicol e até

mesmo as cefalosporinas de terceira geracao (Felmingham et al., 2007; Kim et al.,
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2012). Assim, a vacinacdo continua sendo a estratégia ideal para o controle das
doencas pneumocdcicas.

As vacinas disponiveis no mercado baseiam-se na inducdo de anticorpos anti-
PS, com alta eficiéncia contra doenca pneumocdcica invasiva. No entanto, existem
limitacdes quanto ao seu uso. A primeira geracdo de vacinas € composta por PS dos
23 sorotipos prevalentes (1, 2, 3, 4, 5, 6B, 7F, 8, 9N, 9V, 10A, 11A, 12F, 14, 15B,
17F, 18C, 19 A, 19F, 20, 22F, 23F, 33F- Pneumovax- Merck), sendo indicada
somente para idosos, visto que é pouco imunogénica em crianc¢as. A resposta imune
é independente de células T e, consequentemente, ndo induz memoéria imunologica.

As vacinas de segunda geracdao sdo compostas de PS conjugados a
proteinas carregadoras. A primeira vacina de segunda geracdo, 7-valente (PCV7),
foi licenciada em 2000 e contém 0s sete sorotipos que eram mais prevalentes na
época nos Estados Unidos e Europa (4, 6B, 9V, 14, 18C, 19F e 23F- Prevenar-
Wyeth) conjugados com uma toxina diftérica mutada, a CRM197. Esta vacina tem
indicacdo de uso em criangas com um custo entre US$ 50-60 por dose, sendo que a
imunizacdo completa € composta de trés doses. Tal vacina mostrou-se eficiente na
protecdo contra infec¢des invasivas em criangas, apresentando, na época em que
foi licenciada, cobertura de 85% nos Estados Unidos e 60-70% na Europa (Pelton et
al., 2003), mas de apenas 58% no Brasil (Brandileone et al., 2003). Devido a
conjugacdo com um componente proteico, a vacina 7-valente induz uma resposta
dependente de células T e memodria, além de diminuir a colonizacdo da nasofaringe
por pneumococo. No entanto, como a prote¢do induzida por essa vacina é sorotipo
especifica, foi observada a substituicdo de sorotipos mais prevalentes em doenca
invasiva em varios estudos realizados apds seu licenciamento (Frazao et al., 2005;
Huang et al., 2005), efeito causado pela pressédo seletiva promovida pela vacina
(Weinberger et al., 2011). O sorotipo nao-vacinal 19A tornou-se a causa
predominante de doenca pneumocdcica invasiva em criancas nos Estados Unidos
apos a introducdo da PCV7 (Hicks et al., 2007). Outro exemplo da alteracdo de
sorotipos ocorreu com o0 aumento do sorotipo 6C, que foi descrito em 2007 (Park et
al., 2007). Dados sugerem que nos Estados Unidos (Nahm et al., 2009) e no Reino
Unido (Tocheva et al., 2010) houve um aumento do sorotipo 6C na colonizacdo apos
a introdugdo da PCV7. Aumento em doenca pneumocdcica invasiva causada pelo

sorotipo 6C também foi demonstrado nos Estados Unidos (Richter et al., 2013).
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Outras duas novas vacinas de segunda geracao foram licenciadas. Uma das
formulagbes é a vacina 10-valente (Synflorix- GlaxoSmithKline Biologicals) que
contém 10 sorotipos (PCV10- 4, 6B, 9V, 14, 18C, 19F, 23F, 1, 5 e 7F) conjugados a
proteina D de Haemophilus influenzae, toxoide tetanico ou toxoide diftérico (Prymula
et al., 2006; Prymula, Schuerman, 2009). A outra contém 13 sorotipos conjugados a
CRM197 (Prevenar 13- Pfizer) e foi licenciada em substituicdo a vacina 7-valente,
apresentando seis sorotipos adicionais (1, 3, 4, 5, 6A, 6B, 7F, 9V, 14, 18C, 19A, 19F
e 23F) (Bryant et al., 2010; Scott et al., 2007). O processo de purificacdo e
conjugacao de até treze sorotipos de PS é complexo, gerando um alto custo de
producdo dessas vacinas.

Em 2010, a PCV10 foi introduzida no Programa Nacional de Imunizacdo do
Ministério da Saude no Brasil. Sua utilizacao representa um grande 6nus ao sistema
publico de saude devido seu alto custo. Mesmo que essa vacina seja eficiente contra
infec¢des invasivas causadas por sorotipos vacinais, ainda ha o risco de substituicdo
de doenca causada por sorotipos ndo-vacinais. A partir de dados de colonizacdo da
nasofaringe em criancas com menos de cinco anos em Goiania, foi estimado que a
PCV13 apresentaria 72% de cobertura de sorotipos, enquanto que a PCV10 teria
apenas 59% de cobertura no Brasil (Franco et al., 2010).

Nos Estados Unidos (EUA), ap6s a substituicdo da PCV7 pela PCV13 no
calendario de imunizacdo no ano de 2010, houve reducdo de 42% nas doencas
pneumocdcicas invasivas no primeiro ano de sua implementacdo, em comparagao
com a média dos casos que ocorreram entre 2007 a 2009. No grupo de criancas
com menos de dois anos de idade, essa diminuicdo foi ainda maior, chegando a
53%. Além disso, foi observada uma reducao de 57% no isolamento dos sorotipos
vacinais neste mesmo periodo, sendo que os sorotipos 19A, 7F e 3 tiveram uma
reducdo de 58%, 54% e 68%, respectivamente. Os sorotipos nédo contidos na
PCV13 mais encontrados em 2010 e 2011 foram: 33F, 22F, 12, 15B, 15C, 23A e 11
(Kaplan et al., 2013). A PCV13 reduziu as doencas pneumocadcicas invasivas em
todos os grupos etéarios, quando utilizada rotineiramente em criangas, nos EUA. Foi
estimado que mais de 30.000 casos de doencas pneumococicas invasivas e 3.000
mortes foram evitadas nos primeiros trés anos apos a introducdo do PCV13. Tais

resultados mostraram que ha uma garantia de que, semelhante a PCV7, PCVs com
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sorotipos adicionais também podem prevenir a transmissdo para populagdes nao
vacinadas (Moore et al., 2015).

No Brasil, um estudo realizado no Hospital Universitario da Universidade de
Sdo Paulo mostrou que, apos a implementacdo da PCV10, houve uma reducao
significativa na incidéncia de doenca pneumocdcica invasiva no grupo de criangas
menores de dois anos de idade, de 20,3 para 3,97 casos/1.000 pessoas (Dos
Santos et al., 2013). Além disso, foi observado que também houve uma reducao de
doencas pneumocécicas invasivas causadas pelos sorotipos vacinais. Andrade e
colaboradores mostraram que dentre os sorotipos contidos na vacina PCV10, os
mais comumente observados na colonizagdo da nasofaringe eram 0s sorotipos 6B
(11,6%), 23F (7,8%), 14 (6,8%) e 19F (6,6%). Criancas que receberam duas ou trés
doses de PCV10 durante o primeiro ano de vida apresentaram uma reducao
significativa na colonizagcédo da nasofaringe por sorotipos contidos na vacina quando
comparado com criangas ndo vacinadas (Andrade et al., 2014). Outro estudo
mostrou que uma uUnica dose da PCV10 oferece protecdo significativa contra
doencas invasivas causadas por sorotipos vacinais em criancas de 12 a 23 meses
de idade (Domingues et al., 2014).

A maneira mais eficaz de prevenir doencas e mortes causadas pelo
pneumococo é garantir que todas as criancas tenham acesso a vacinas seguras.
Isto foi reconhecido na recomendacdo da OMS de 2007 - e, posteriormente,
reforcada em 2012 - que vacinas pneumocdcicas devem ser introduzidas em todos
0S programas nacionais de vacinacdo, especialmente em paises com alta
mortalidade infantil. A vacina pneumocécica foi introduzida em 117 paises até o final
de 2014, e a cobertura global foi estimada em 31% (Figura 3) (WHO/ UNIFCEF,
2015). Os paises gue introduziram a vacina pneumocécica conjugada no programa
nacional de imunizacgéo, e que planejam introduzi-la em 2016, estao representados
na Figura 4 (WHO/IVB, 2016).
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Figura 3- Cobertura vacinal no mundo em 2014 (Adaptado de WHO/UNICEF Global Immunization
Data, July 2015- http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs378/en/ ).
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Figura 4- Introducdo ou o planejamento de introducdo para 2016 da vacina pneumocécica
conjugada em todo o mundo. (Adaptado de WHO/IVB Database, as of 11 January 2016-
Map production Immunization Vaccines and Biologicals (IVB), World Health Organization ).
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O uso das vacinas polissacaridicas conjugadas a carregadores proteicos
reduziu de forma significativa a incidéncia de doencas invasivas causada pelos
sorotipos vacinais. No entanto, existem varias desvantagens, como o alto custo de
producdo, protecdo estritamente sorotipo-especifico e a substituicdo por doenca
causada por sorotipos ndo contidos na formulagdo vacinal. Deste modo, o
desenvolvimento de novas vacinas mais eficazes contra S. pneumoniae continua
sendo prioridade. Uma estratégia importante envolve a utilizacdo de antigenos
proteicos, separados ou combinados, comuns a todos o0s sorotipos de
pneumococos. Uma vacina proteica apresentaria baixo custo de producao, eliminaria
a dependéncia do sorotipo e induziria uma resposta de memoria T-dependente mais
imunogénica em criangas.

Os antigenos de pneumococo mais estudados até o momento e,
aparentemente, os candidatos vacinais mais promissores s&o: pneumolisina (Ply),
proteina A de superficie de pneumococo (PspA), proteina C de superficie de
pneumococo (PspC), adesina A de superficie de pneumococo (PsaA) e

neuraminidase A (NanA) (Figura 5).
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Figura 5- Representacdo esquematica da superficie de pneumococo. (Adaptado Briles et al.,
2000)
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1.4 PspA (Pneumococcal Surface Protein A)

PspA é uma proteina encontrada em todos os isolados de pneumococo e
apresenta variabilidade estrutural e antigénica em diferentes cepas. Atua na
interacdo entre o patdgeno e o hospedeiro interferindo na ativagdo e deposicdo de
fatores do sistema complemento na superficie da bactéria (Ren et al., 2004; Tu et
al., 1999). Foi proposto que PspA impediria a ligacdo de proteina C-reativa a
fosfocolina da parede e membrana do pneumococo, evitando a deposicdo de
complemento pela via classica (Mukerji et al., 2012). Também foi descrito que tal
proteina é capaz de se ligar a apolactoferrina presente nas secre¢des de mucosas,
inibindo sua atividade bactericida (Shaper et al., 2004). Estudos demonstraram que
PspA recombinante administrada com adjuvantes é capaz de induzir uma resposta
de anticorpos protetora em desafios letais em modelos animais (Briles et al., 2000;
Briles et al., 2003).

PspA é composta por um dominio na regido C-terminal de ligacdo a colina
gue ancora a proteina a superficie celular; ao lado desse dominio ha uma regiéo rica
em prolinas e na regido N-terminal ha um dominio em a-hélice que fica exposto na
parede bacteriana (Yother, Briles, 1992) (Figuras 5 e 6). Baseando-se na
diversidade de sequéncia de aminoacidos da regido variavel identificada antes da
regido rica em prolinas, denominada “clade defining region” (CDR), Hollingshead e
colaboradores apresentaram uma classificagdo para os isolados de pneumococo,
agrupando-os em 3 familias: a familia 1, subdividida nos clados 1 e 2; a familia 2,
subdividida nos clados 3, 4 e 5; e a familia 3, de ocorréncia bastante reduzida com o
clado 6 (Hollingshead et al., 2000) (Figura 7). Como a reatividade cruzada entre as
familias € baixa, foi sugerido que uma vacina baseada em PspA deveria conter ao
menos um PspA pertencente a familia 1 e outro a familia 2 para apresentar uma

maior cobertura, protegendo contra a grande maioria dos isolados de pneumococo.
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Figura 6- Representacdo esquematica dos dominios contidos nas proteinas PspA. (Adaptado
de Moreno et al., 2010)

A partir da anélise de fragmentos de PspA de clados 1 a 5, nosso grupo
observou que PspA de clado 4 (PspA4) e de clado 5 (PspA5) foram capazes de
induzir anticorpos que reconhecem a maioria dos isolados de pneumococo em
experimentos de western blot (Darrieux et al., 2008; Moreno et al., 2010). Os
anticorpos gerados contra PspA4 e PspA5 foram ainda capazes de mediar
deposicao de complemento in vitro em bactérias expressando PspAs dos clados 1 a
5, além de induzir protecdo de camundongos contra desafio letal com bactérias
expressando PspA de familia 1 ou familia 2 (Moreno et al.,, 2010). Esses
experimentos foram realizados com imunizacdo por via parenteral, utilizando
hidroxido de aluminio como adjuvante. Imunizacdo com PspA5 sob a forma de
vacina de DNA por via intramuscular foi capaz ainda de induzir protecdo cruzada
contra a colonizagédo da nasofaringe de camundongos (Ferreira et al., 2010). Nosso
grupo mostrou ainda que a imunizacdo de camundongos com PspA5 por via nasal,
utilizando a vacina celular pertussis (wP) como adjuvante, levou a protecdo contra
desafio intranasal letal com isolado expressando PspA do mesmo clado e contra
desafio de colonizacdo com isolado expressando PspA de clado 1 (PspAl) (Oliveira
et al., 2010). A imunizacdo com PspAs de diferentes clados nao foi analisada neste

trabalho publicado.
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Figura 7- Classificacdo de PspA em familias e clados. Com base nas varia¢des da regiao CDR,
PspA foi dividida em 3 familias, subdividida em 6 clados, de acordo com o grau de
identidade (familia 1, com clados 1 e 2, familia 2, clados 3, 4 e 5, e familia 3, clado 6)
(Hollingshead et al., 2000).

A avaliagdo do genoma completo de 240 isolados de pneumococo
provenientes de uma linhagem resistente a multiplos antibiéticos (Croucher et al.,
2011) e de 616 isolados obtidos da nasofaringe de humanos saudaveis apés a
introducdo da PCV7 (Croucher et al., 2013) mostrou que além da regido que contém
0s genes de sintese da capsula, os loci que sofreram maior pressado seletiva com
alta taxa de recombinacdo foram pspA, pspC e psrP. Assim, foi proposto que esses
antigenos sao realmente importantes, pois estdo envolvidos na evaséo do sistema
imune, mas que sua utilizagdo como vacina poderia levar a um fendmeno
semelhante aquele observado com a substituicdo de sorotipos através do uso da
vacina conjugada. Acredita-se que a substituicdo de sorotipos em doenca invasiva
deva-se a uma diminuicdo da colonizagdo da nasofaringe de individuos saudaveis
por sorotipos vacinais e um aumento concomitante da colonizagcdo por sorotipos
nao-vacinais. Esses sorotipos nao-vacinais passariam entdo a ser predominantes
entre os isolados que circulam na populacéo e, consequentemente, mais frequentes

em doencas pneumocécicas. Desse modo, seria importante avaliar o impacto da
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vacinagcdo com as variantes de PspA em modelos que mimetizariam a exposi¢éo e

colonizac&o da nasofaringe com diferentes isolados de pneumococo.
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2 OBJETIVOS

O objetivo deste estudo € testar a eficacia da imunizacdo nasal com PspAs
recombinantes de diferentes clados (rPspAl ao rPspA5) em modelo de co-
colonizagéo da nasofaringe de camundongos, utilizando isolados que expressam
diferentes PspAs (PspAl ao PspA4).

Os objetivos especificos sédo
1. Obter isolados derivados da linhagem TIGR4 expressando diferentes
PspAs a partir de um mesmo background genético, para testar a
eficacia de diferentes rPspAs em um modelo de co-colonizacdo da
nasofaringe de camundongos;
2. Imunizar camundongos por via nasal com rPspA de diferentes clados
e avaliar a prote¢cdo contra co-colonizacdo com isolados clinicos

expressando diferentes PspAs.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Lista de meios de cultura e solucdes

1 Meios de Cultura:

1.1 Meio liquido LB: triptona 1% (m/V), extrato de levedura 0,5% (m/V) e NaCl 1%
(m/V).

1.2 Meio liquido LB-amp: meio LB e 100 pg/mL de ampicilina.

1.3 Meio liquido LB/ON: triptona 1% (m/V) e extrato de levedura 0,5% (m/V).

1.4 Meio liquido LB/ON-amp: meio LB/ON e 100 pg/mL de ampicilina.

1.5 Meio solido LB/ON-amp: meio LB/ON-amp e 1,6% (m/V) de agar.

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

1.7 Placa de agar sangue: meio Tryptic Soy Agar (TSA), 5% de sangue de carneiro
(V/V) (Laborclin).

1.8 Meio de estoque de pneumococo: meio THY contendo 20% de glicerol.

1.9 Meios para transformacédo de pneumococo: 1- meio THY pH 6,8 com 1 mM
CaCl; e 0,2% BSA; 2- meio THY pH 8,0 com 1 mM CacCl; e 0,2% BSA.

2 Solucbes para SDS-PAGE:

2.1 Tampao de amostra para SDS-PAGE 5x: 250 mM Tris-HCI pH 6,8, SDS 10%
(m/V), azul de bromofenol 0,5% (m/V), glicerol 50% (V/V) e 1M B-mercaptoetanol .
2.2 Tampao Tris-glicina 5x: Tris base 1,5% (m/V), glicina 9,4% (m/V) e SDS 0,5%
(m/V).

2.3 Solucao corante de SDS-PAGE: comassie brillant blue 0,25% (m/V), etanol 40%
(V/V) e acido acético 10% (V/V).

2.4 Solucéo descorante de SDS-PAGE: etanol 30% (V/V) e acido acético 10% (V/V).
2.5 Solucgéo secante de SDS-PAGE: etanol 50% (V/V) e acido acético 10% (V/V).

3 Solucdes para western blot:

3.1 Solucdo TBS-T 0,1%: 100 mM de Tris-HCI pH 8,0, 150 mM de NaCl, 0,1% de

Tween 20.

3.2 Tampao de transferéncia: tampao Tris-glicina, 20% de etanol.
3.4 Solucéo de bloqueio: TBS-T e 5% de leite em po6 desnatado.
3.5 Tampao de lise: 0,1% desoxicolato de sddio, 0,01% SDS, 150 mM citrato de

sodio.
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4 Solucdes para purificacdo das proteinas recombinantes:

4.1 Tampao de equilibrio: 50 mM Tris pH 8,0, 150 mM NaCl e 5 mM imidazol.

4.2 Tampao de lavagem: 50 mM Tris pH 8,0, 150 mM NaCl e 20 mM ou 40 mM de
imidazol.

4.3 Tampéo de eluicdo: 50 mM Tris pH 8,0, 150 mM NacCl e 250 mM imidazol.

4.4 Tampao de didlise: 10 mM Tris pH 8,0, 20 mM NacCl, 0,1% glicina.

5 Solucdes para ELISA:

5.1 PBS (tampéo fosfato): 137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 8 mM Na;HPO,, 1,5 mM
KH,PO,, pH 7,4.

5.2 PBS-T: PBS e 0,05% Tween 20 (V/V).

5.3 Tampao PBS-T/BSA 1%: PBS-T e 1% albumina bovina sérica.

5.4 Tampao carbonato-bicarbonato: 50 mM Na,CO3; e 50 mM NaHCO3, pH 9,6.

5.5 Tampéo citrato-fosfato: 100 mM citrato de sodio e 300 mM fosfato de sodio
monobasico (NaH,PO,) pH 5,0.

5.6 Solucdo substrato para revelacdo do ELISA: tampao citrato-fosfato pH 5,0,
0,04% de ortofenildiamina (Sigma) e 0,01% H,0,.

6 Solucdo anestésica para imunizacdo e desafio: 20 mg/kg de xilazina e 50 mg/kg de

quetamina.

7 Solucéo para eutanasia: 60 mg/kg de xilazina e 300 mg/kg de quetamina.

3.2 Isolados de Streptococcus pneumoniae

Os isolados de pneumococo foram cultivados em placas de agar-sangue e
posteriormente em meio liquido THY. Os estoques das bactérias foram mantidos a -
80 °C em THY contendo 20% de glicerol. Foram utilizadas a linhagem de laboratorio
TIGR4 e os isolados clinicos de pneumococo St371/00, St491/00, St472/96,
St679/99, HU368/06, HU780/05, SPEC 6B OPKA, EMC 23F OPKA (Tabela 1). Os
isolados St371/00, St491/00, St472/96 e St679/99 foram cedidos pela Dra Maria
Cristina C. Brandileone do Instituto Adolfo Lutz (S&o Paulo). Os isolados HU368/06 e
HU780/05 foram cedidos pela Dra Marina B. Martinez do Hospital Universitario da
Universidade de Sao Paulo (Sdo Paulo). Os isolados SPEC 6B OPKA e EMC 23F
OPKA foram cedidos pelo Dr Moon Nahm da Universidade do Alabama em
Birmingham (EUA).
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Tabela 1- Isolados de S. pneumoniae.

Isolados Sorotipo PspA Nomenclatura
TIGR4 4 3 TIGR4
St491/00 6B 1 491/00
St371/00 6B 2 371/00
St679/99 6B 3 679/99
St472/96 6B 4 472/96
HU368/06 23F 2 HU23F
HU780/05 6B 3 HU6B
SPEC 6B OPKA 6B 3 6B OPKA
EMC 23F OPKA 23F 2 23F OPKA

3.3 Tipagem de PspA

Primeiramente, foi realizado o teste de familia para identificar os isolados
como familia 1 ou 2. Para isso a regido N-terminal de pspA foi amplificada por PCR
(Polimerase Chain Reaction) com os pares de oligonucleotideos LSM12/SKH63
(familia 1) e LSM12/SKH52 (familia 2) (Tabela 2) (Swiatlo et al., 1997). Para definir o
clado, foi realizada reagdo de PCR com os oligonucleotideos LSM12 e SKH2 a partir
do DNA gendmico extraido (DNeasy Blood & Tissue Kit- Qiagen) de cada isolado de
pneumococo. O fragmento amplificado foi separado em gel de agarose 1% e
purificado (QIAquick Gel Extraction Kit - Qiagen). O sequenciamento foi realizado
com o oligonucleotideo SKH2 em sequenciador 3500 Genetic Analyzer (Life
Technologies). As sequéncias foram submetidas no BLAST (Basic Local Alignment
Search Tool- NCBI) e analisadas por comparacdo com isolados de clados

especificos ja sequenciados (Hollingshead et al., 2000).

Tabela 2- Oligonucleotideos utilizados para classificagdo de PspA em familias e clados.

Oligonucleotideo Sequéncia

LSM12 5’CCGGATCCAGCGTCGCTATCTTAGGGGCTGGTT3’
SKH52 5TGGGGGTGGAGTTTCTTCTTCATCT3
SKH63 STTTCTGGCTCATCTAACTGCTTTCZ’

SKH2 5’CCACATACCGTTTTCTTGTTTCCAGCCS
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3.4 Construcdo das linhagens TIGR4 nocaute para pspA (TIGR4-ApspA)
expressando PspAl (TIGR4-PspAl) e expressando PspA4 (TIGR4-PspA4)

Para a construcdo das linhagens derivadas de TIGR4, foi utilizado o Janus
Cassette (JC) (Sung et al., 2001) que apresenta um gene de resisténcia (kan') a
canamicina (Kn) e um gene dominante (rpsL), conferindo sensibilidade a
estreptomicina (STR). O JC foi utilizado para nocautear o gene pspA na linhagem
TIGRA4. Clones naturalmente resistentes a STR foram selecionados em placa agar-
sangue com STR (300 pg/ml) e transformados com um plasmideo contendo o JC
inserido entre as regides flanqueadoras de pspA (pGEM-TE pspA-Janus-pspA). Este
plasmideo ja havia sido construido em nosso laboratério (Miyaji et al., 2015). Para a
construcdo deste plasmideo, a regido 1000 pb upstream de pspA (contendo um sitio
Xbal na extremidade 3’), a regido 1000 pb downstream de pspA (contendo um sitio
BamHI na extremidade 5’) e o JC (contendo um sitio Xbal na extremidade 5 e um
sitio BamHI na extremidade 3’) foram amplificados por PCR. Os fragmentos foram
digeridos com as enzimas de restricdo e ligados. Uma nova reacdo de PCR foi
realizada para a amplificacdo do fragmento compreendendo a regido upstream de
pspA, o JC e a regido downstream de pspA utilizando os oligonucleotideos
PspAS5’flankF e PspA3’flankR (Tabela 3). O fragmento gerado foi clonado em pGEM-
T Easy (Promega), gerando pGEM-TE pspA-Janus-pspA. Clones resistentes a Kn
(200 pg/ml) e sensiveis a STR foram selecionados e o nocaute de pspA foi
confirmado por PCR e western blot, gerando TIGR4-ApspA.

A substituicdo por pspA foi realizada através de transformacéo do clone com
pspA nocauteado com um fragmento amplificado por PCR contendo o gene pspAl
ou pspA4 com suas regides flanqueadoras (oligonucleotideos PspA5'flankF e
PspA3'flankR- Tabela 3). Foram selecionados clones resistentes a STR e sensiveis
a Kn. A alteracao por pspAl ou pspA4 também foi avaliada por PCR e western blot.

Um estudo recente descreveu um novo cassete, o Sweet Janus Cassette
(SWJ), para realizagdo de troca alélica em pneumococo contendo, além do
marcador de resisténcia a STR, o0 gene sacB de Bacillus subtilis, um marcador
adicional contra-selecionavel, que confere sensibilidade a sacarose a bactéria (Li et
al., 2014). Assim, a segunda recombinacdo possui dupla selecéo de resisténcia a
STR e a sacarose para a excisdao do SWJ e insercdo do novo alelo do gene. De

acordo com esse estudo, o sistema demonstrou que a quantidade de falsos positivos
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para 0 SWJ é 100 vezes menor do que para o JC durante a sele¢cdo negativa. O
plasmideo contendo as regides flanqueadoras de pspA mais o SWJ foi construido
para obtencao das linhagens TIGR4-ApspA e TIGR4 expressando PspAl ou PspA4.
O SWJ foi gentilmente cedido pelo Dr Yuan Li da Harvard School of Public Health
(EUA). O SWJ foi amplificado por PCR com os oligonucleotideos Sweet 5112 e 3112
(Tabela 3). O fragmento amplificado foi digerido com Xbal e BamHI e inserido no
plasmideo pGEM-TE pspA-Janus-pspA digerido com as mesmas enzimas. O
plasmideo gerado possui a substituicdo do JC pelo SWJ, sendo denominado agora
PGEM-TE pspA-SweetJanus-pspA.

A analise por PCR dos clones obtidos foi feita com os pares de
oligonucleotideos 5112/3112, Sw 5112/3112, TIGR4 PspA up F/TIGR4 PspA down R
e LSM12/SKH2 (Tabelas 2 e 3).

Tabela 3- Oligonucleotideos utilizados para constru¢ao das linhagens derivadas da TIGR4.

Oligonicleotideo Sequéncia

PspA5'flankF 5CGTTAAACCGTTCGGC3’

PspA3'flankR 5AGCAAATCCCTGTCGA3'

5112 5CTAGTCTAGAGTTTGATTTTTAATGG3'

Sweet 5112 5 CTAGTCTAGAATGAACATCAAAAAGTTTGCAAAACAAGS!
3112 5'CGCGGATCCGGGCCCCTTTCCTTATGCTTTTGGS’
TIGR4 PspA up F 5CGTTAAACCGTTCGGTA3’

TIGR4 PspA down R 5AGCAAATCCCTGTCGAG3

3.5 Reacéo de polimerizagdo em cadeia para amplificagdo dos genes pspAl e
pspA4

A amplificacdo do gene pspA e de suas regides flanqueadoras ocorreu a partir
dos isolados St435/96 (pspAl) e St255/00 (pspA4) (Darrieux et al., 2008). Foi
utilizada a enzima Taq High Fidelity (Invitrogen) de acordo com as instru¢des do
fabricante, nas seguintes condi¢cbes de temperatura e tempo: 94 °C — 4 minutos / 94
°C — 1 minuto / 50 °C — 1 minuto / 68 °C — 3 minutos / 68 °C — 7 minutos / 4 °C,
realizando 30 ciclos de amplificagdo. Os oligonucleotideos utilizados foram: PspA5’
flankF (1.000 pb) e PspA3’flankR (1.000 pb) (Tabela 3). Apés a reacdo de PCR, os
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fragmentos amplificados foram separados por eletroforese em gel de agarose 1% e

purificados com o Qiaquick Gel Extraction Kit (Qiagen).

3.6 Transformacéo de S. pneumoniae

As bactérias foram cultivadas em THY pH 6,8 (com CaCl, e BSA). Apos
atingir a densidade o6ptica (DOgpo nm) igual a 0,1- 0,15, a cultura foi diluida 1:10 em
meio THY pH 8,0 (com CaCl, e BSA) (volume final de 12 mL). Foi adicionado 1
mg/mL do peptideo indutor CSP2 (EMRISRIILDFLFRKK), seguindo-se incubacéo
por 15 min a 37 °C. Uma aliquota de 20 pL do DNA foi adicionada ao cultivo e as
amostras foram incubadas por 1 hora a 30 °C. A transformacao foi plagueada em

agar-sangue contendo os antibiéticos adequados.

3.7 Western blot

A expressao de PspA foi avaliada no precipitado celular dos isolados, que
foram lisados em tampao de lise. O extrato proteico foi separado em gel de
poliacrilamida 12% e dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE 12%) e transferido para
membrana de nitrocelulose com tampao de transferéncia pelo sistema semi-seco
(Trans-Blot® SD semi-dry transfer cell- Bio-Rad) a 10V por 45 minutos. O bloqueio
da membrana foi feito com solucdo de blogueio. A membrana foi lavada trés vezes
com TBS-T e incubada com soro anti-PspA e em seguida, apés mais trés lavagens,
com anticorpo anti-lgG de camundongo conjugado com peroxidase. A deteccéo foi

realizada com o kit de quimioluminescéncia ECL (GE Healthcare).

3.8 Expresséo e purificacdo das proteinas PspA recombinantes

Escherichia coli BL21 (Si) competentes foram transformadas com os vetores
PAE-pspAl, pAE-pspA2, pAE-pspA3, pAE-pspA4 e pAE-pspA5 (Darrieux et al
2008), e crescidas a 30 °C durante 16 horas. Quatro colGnias resistentes a
ampicilina foram inoculadas em 5 mL de meio LB/ON-amp e crescidas a 30 °C
durante 16 horas. Esses inoculos foram diluidos na proporcao de 1:20 nesse mesmo

meio em um volume final de 10 mL. O crescimento dessas culturas foi acompanhado
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até a densidade 6ptica (DOeoo nm) atingir aproximadamente 0,7, quando foi retirada
uma aliquota de 1 mL de cada amostra (aliquota ndo induzida) e nos 9 mL restantes
foi adicionado NaCl em uma concentracao final de 300 mM para induzir a expressao.
Apos 3 horas de inducéo, retirou-se novamente uma aliquota de 1 mL (aliquota
induzida). Todas as aliqguotas foram centrifugadas e as células foram
ressuspendidas com tampdo SDS-PAGE 1X. As aliquotas foram aquecidas a 96 °C
por 10 minutos e separadas em SDS-PAGE 12% para analisar a expressao das
proteinas antes e apos a inducao.

Para uma expressdo em maior escala, os clones com 0s maiores niveis de
expressédo foram crescidos em um volume de 300 mL em meio LB/ON-amp e
induzidos no mesmo protocolo de inducdo com NaCl (300 mM) por 3 horas. As
células foram centrifugadas a 1.575 g durante 15 minutos, ressuspendidas em 20
mL de tampéo de equilibrio e lisadas no homogeneizador de alta pressdo Panda
(GEA Niro Soavi- 1.300 bar). As células lisadas foram centrifugadas a 1.575 g por 30
minutos a 4 °C, o sobrenadante foi coletado e filtrado em membrana de 22 um. A
purificacdo a partir da fracdo sollvel foi realizada no sistema Akta Prime Plus
utilizando colunas His-Trap (GE Healthcare). Essas proteinas compreendem a
regido N-terminal madura até a regido rica em prolinas, mas ndo contém a regiao C-
terminal de ligacdo a colina. A Figura 8 mostra todas as regifes que compdem 0s
PspAs recombinantes. Apos a lise celular, o sobrenadante foi adsorvido a coluna
equilibrada com tampé&o de equilibrio (5 mM de imidazol). Lavagens foram realizadas
com do tampédo de lavagem (20 mM e 40 mM de imidazol) e as proteinas foram
recuperadas com o tampdao de eluicdo (250 mM de imidazol). Apés a cromatografia,
as fracdes coletadas foram separadas e analisadas em SDS-PAGE 12% e em
seguida dialisadas em tampao de dialise. Essa solucdo foi deixada sob agitacéo
constante por 16 horas a 4 °C. A dosagem das proteinas recombinantes foi
determinada pelo método de Bradford (Protein Assay kit- Bio-Rad) utilizando BSA

como padréo. As proteinas foram estocadas a -20 °C.



41

Lider a-hélice Regiio Ricaem o
Prolinas Ligagao a Colina
L 5
= =
A B - i
{CDRE}
Peedt M 2 O
PspAl
PspA2
pspa; [
PspAdPr
PspAS

Figura 8- Esquema dos dominios estruturais dos fragmentos pspA. O dominio em a-hélice (A e
B) e a regido rica em prolina (C) estdo indicados. A regido B forma o CDR (regido
definidora de clado). P indica os blocos de prolina e N indica o bloco NonPro.

3.9 Imunizagdo dos camundongos

O protocolo de experimentacdo animal foi aprovado pela Comissdo de Etica
no Uso de Animais do Instituto Butantan (CEAUIB, protocolo n°® 1158/13).
Camundongos C57BL/6 SPF fémeas de 5 a 7 semanas, adquiridos do Centro de
Bioterismo da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo (FMUSP),
foram utilizados nos ensaios de imunizacdo via nasal e para os desafios de
colonizacdo da nasofaringe.

Para a imunizac@o, as proteinas recombinantes rPspAl a rPspA5 foram
tratadas com Triton X-114 para remocdo do excesso do lipopolissacarideo (LPS)
contaminante (Aida, Pabst, 1990). Foram adicionados 10 pyL de Triton X-114 em 1
mL das preparacfes das proteinas e, em seguida, as solucdes foram vortexadas e
incubadas em gelo por 5 minutos. As amostras foram novamente vortexadas e
incubadas a 37 °C por 5 minutos. Apo6s centrifugacdo a 37 °C por 30 segundos a
15.000 g, a fase aquosa foi coletada e o protocolo foi repetido por mais 4 vezes. As
proteinas foram dosadas pelo método de Bradford e estocadas a 4 °C. Como
adjuvante foi utilizada a vacina celular pertussis produzida no Instituto Butantan
(wP). O uso da wP como adjuvante de PspA ja foi descrito em nosso laboratorio
(Lima et al., 2013; Oliveira et al., 2010).
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Grupos de 5 ou 6 camundongos foram imunizados via nasal com duas doses
em um intervalo de 14 dias (Figura 8). Os grupos receberam: salina, wP,
rPspAl+wP, rPspA2+wP, rPspA3+wP, rPspA4+wP, rPspAS+wP,
rPspAl+rPspA4+wP ou rPspAl+wP (12 dose) e rPspA4+wP (22 dose). Para avaliar o
efeito do adjuvante wP, grupos de camundongos também foram imunizados com as
mesmas formulacdes citadas, porém sem a adicdo do adjuvante wP na segunda
dose. Cada dose foi composta por 5 pg de proteina recombinante despirogenizada.
O volume do adjuvante wP foi determinado a partir da dose da vacina pertussis
aplicada em camundongos nos testes de eficacia nos lotes produzidos pelo Instituto
Butantan, que equivale a 1/8 da dose aplicada em humanos.

Para cada imunizacdo, os camundongos foram anestesiados com 200 pl de
solucdo anestésica pela via intraperitoneal e foram inoculados 12 ul de cada
formulac@o vacinal via nasal, com auxilio de uma micropipeta. Os animais foram
sangrados por punc¢do retroorbital 14 dias apds a ultima imunizacdo. O sangue foi
incubado por 30 minutos a 37 °C e em seguida por 16 horas a 4 °C. O material foi
entdo centrifugado a 124 g por 10 minutos a 4 °C. O soro foi coletado e armazenado
a-20 °C.

Dia 35
Desafio

\

T )

Dia O Dia 14 Dia 28 Dia 40
1°Dose 2°Dose Sangria Recuperagdo
Bactérias

(lavado nasal)

Figura 9- Esquema de imunizacéo e desafio via nasal de camundongos.

3.10 Avaliacdo da inducdo de anticorpos contra PspA por ELISA (Enzyme-
linked immunosorbent assay)

Placas de 96 pocos (Nunc MaxiSorp®) foram incubadas com solugdo de
proteinas recombinantes (1 pg/mL) em tampao carbonato-bicarbonato e mantidas a

4 °C por 16 horas. Em seguida, as placas foram lavadas trés vezes com PBS-T e
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blogueadas com tamp&o PBS-T/BSA a 37 °C por 1 hora. As placas foram lavadas
novamente. Diluicbes seriadas do soro dos camundongos imunizados foram
adicionadas em cada poc¢o das placas em tampdo PBS-T/BSA, seguindo-se uma
incubacédo a 37 °C por 1 hora e mais trés lavagens com PBS-T. A seguir, anticorpo
anti-lgG de camundongo produzido em cabra (1/5000 - Southern Biotech) diluido em
PBS-T/BSA foi adicionado nas placas seguindo-se uma incubacao a 37 °C durante 1
hora. Depois, as placas foram incubadas com anticorpo anti-lgG de cabra conjugado
com peroxidase (HRP) (1/5000 - Southern Biotech) a 37 °C por 1 hora. Apds essa
incubagéo, as placas foram lavadas trés vezes com PBS-T. Os anticorpos foram
detectados através da adicdo do substrato OPD. As reagfes foram interrompidas
com 1,25 M de H2SOa4 e a absorbancia a 492 nm (A492 nm) foi determinada no leitor de
ELISA (Labsystems). O titulo foi determinado como a maior diluigho com
absorbancia = 0,1. A analise estatistica das diferencas dos titulos de anticorpos
entre os grupos foi realizada pelo teste One-way ANOVA, seguido do teste de

multicomparacgdes de Tukey, utilizando o programa GraphPad Prism5.

3.11 Colonizacédo experimental e avaliacdo de co-colonizacdo da nasofaringe
de camundongos utilizando isolados clinicos expressando diferentes
PspAs

Para a avaliacdo de isolados clinicos em modelo de co-colonizacdo da
nasofaringe de camundongos foi necessario o isolamento de clones resistentes a
antibidticos. Foi avaliada a resisténcia a optoquina (OPT), estreptomicina (STR) e
trimetoprim (TMP) para isolados do sorotipo 6B expressando PspAl (491/00), PspA2
(371/00), PspA3 (679/99) e PspA4 (472/96). Foram selecionados clones de 491/00
resistentes a OPT, de 371/00 resistentes a STR, de 679/99 resistentes a OPT. O
isolado 472/96 mostrou-se naturalmente resistente ao TMP. Também foram
avaliados isolados do sorotipo 6B, HU6B e 6B OPKA (resistente a spectinomicina-
SPEC), e do sorotipo 23F, HU23F e 23F OPKA (resistente ao TMP).

Os camundongos foram colonizados experimentalmente com 10° UFCs em 10
UL nas duas narinas dos animais, previamente anestesiados pela via intraperitoneal
com 200 pL de solucdo anestésica, com os isolados: 491/00 OPTR (PspA1), 371/00
STRR (PspA2), 679/99 OPTR (PspA3), 472/96 TMPR (PspA4), 6B OPKA (PspA3),
HU23F (PspA2) ou 23F OPKA (PspA2). Considerando a importancia de avaliar a co-



44

colonizagdo com isolados expressando PspA de familia 1 (PspAl, PspA2) e de
familia 2 (PspA3, PspA4 e PspAb), as misturas de bactérias escolhidas para o
desafio dos camundongos foram: 5x10° UFCs de 491/00 (PspAl) + 5x10°> UFCs de
679/99 OPTR (PspA3), 5x10° UFCs de 491/00 (PspAl) + 5x10° UFCs de 472/96
TMPR (PspA4), 5x10° UFCs de HU23F (PspA2) + 5x10° UFCs de 472/96 TMPR
(PspA4), 5x10° UFCs de 23F OPKA (PspA2) + 5x10° UFCs de 472/96 TMPR
(PspA4), 5x10° UFCs de 6B OPKA (PspA3) + 5x10° UFCs de HU23F (PspA2) ou
5x10° UFCs de 6B OPKA (PspA3) + 5x10° UFCs de 23F OPKA (PspA2) em 10 pL
por via nasal. A recuperacdo de bactérias foi feita 5 ou 7 dias apos a colonizacéo
experimental. Os animais foram sacrificados com solugdo de eutanasia, suas
tragueias seccionadas e foram feitas duas lavagens com 200 yL de salina cada
através da nasofaringe, sendo essas lavagens coletadas pelas narinas dos animais
e plaqueadas em placas agar-sangue com ou sem antibiético em diluicbes seriadas
para quantificacdo das UFCs.

A anadlise estatistica da diferenca na colonizacdo da nasofaringe dos
camundongos foi avaliada pelo teste t de Student ou One-way ANOVA, seguido do

teste de multicomparacdes de Tukey, utilizando o programa GraphPad Prismb5.

3.12 Ensaios de ligacdo de anticorpos IgG anti-PspA a superficie da bactéria
por citometria de fluxo

Os isolados de S. pneumoniae foram descongelados, semeados em placas
de agar-sangue e incubados a 37 °C durante 16 horas. Essas bactérias foram
inoculadas em meio THY e cultivadas até DOgoo nm igual a 0,4-0,5 (~10® UFC/mL).
Esses cultivos foram centrifugados a 3.637 g durante 5 minutos e lavados duas
vezes com tampao PBS. As bactérias foram incubadas com 1 ou 5% de soro
durante 30 minutos a 37 °C e novamente lavadas mais duas vezes com PBS.
Seguiu-se a incubacdo com anticorpo anti-lgG de camundongo conjugado a FITC
(1/1000 - Sigma-Aldrich) por mais 30 minutos no escuro e no gelo. Apos duas novas
lavagens, as amostras foram fixadas com o reagente BD Cytofix™ e a fluorescéncia
foi analisada por citometria de fluxo com auxilio do aparelho FACSCantoll (BD
Biosciences). Foram contados 10.000 eventos e a mediana da intensidade da
fluorescéncia do total de bactérias foi utilizada para comparacéo entre 0s grupos.



45

3.13 PCR quantitativo em tempo real

As amostras de lavado nasal dos experimentos com a mistura 6B OPKA e
23F OPKA foram utilizadas para avaliar a possibilidade de quantificar cada sorotipo
através de PCR quantitativo em tempo real (qQPCR). Para a purificacdo do DNA total
das amostras de lavado nasal utilizou-se o DNeasy Blood & Tissue kit (Qiagen). De
acordo com o protocolo do fabricante, para extracdo do DNA total de bactérias
Gram-positivas foi necessario realizar um pré-tratamento com tampao de lise
enzimatica contendo lisozima. ApGs a purificagdo, as amostras foram quantificadas
em ng/uL no equipamento NanoDrop 1000 (Thermo Scientific). Para as curvas-
padrao, foram utilizados os DNAs purificados dos sorotipos 23F e 6B nas seguintes
concentracdes finais: 100 pg/uL, 10 pg/uL, 1 pg/pL, 100 fg/uL, 50 fg/uL ou 5 fg/pL
(Sakai et al., 2015). Oligonucleotideos sorotipo-especificos foram utilizados (Tabela
4). A reacao de amplificagdo por qPCR foi composta por 1X SYBER GREEN PCR
Master Mix (Applied Biosystems), 2 ng de DNA gendmico da amostra de lavado
nasal e 400 nM de cada oligonucleotideo, em um volume final de 25 pL. A reacédo de
cada amostra foi feita em triplicata nas seguintes condi¢des: um ciclo de 95 °C por 2
minutos; 40 ciclos de 95 °C por 15 segundos e 60 °C por 30 segundos. Os dados de
amplificacdo foram analisados pelo software SDS (7300 Real-time PCR System

Sequence Detection Software v1.31- Applied Biosystems).

Tabela 4- Oligonucleotideos utilizados para os ensaios de qPCR (Azzari et al., 2010).

Oligonucleotideos Sequéncias

6A/B 5'’AAGTTTGCACTAGAGTATGGGAAGGT3'
3'ACATTATGTCCRTGTCTTCGATACAAGS'

23F STGCTATTTGCGATCCTGTTCAT3'

3'AGAGCCTCCGTTGTTTCGTAAAS'
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4 RESULTADOS

4.1 Construgédo das linhagens derivadas de TIGR4 expressando diferentes
PspAs

Para a construcdo das linhagens derivadas de TIGR4 expressando PspAl e
PspA4 utilizando o Janus Cassette (JC), um clone naturalmente resistente a STR foi
selecionado e transformado com o plasmideo pGEM-TE pspA-Janus-pspA, que
contém o JC clonado entre as regides flanqueadoras de pspA. Clones resistentes a
Kn e sensiveis a STR foram selecionados e 0 nocaute do gene pspA foi confirmado
por PCR e western blot, originando TIGR4-ApspA, (Figura 10). A partir do PCR dos
clones selecionados, foi possivel observar a amplificacdo de um fragmento de 1.400
pb quando foram utilizados os oligonucleotideos 5112 e 3112, que amplificam o JC
(Figura 10A), confirmando a insercdo do cassete. O western blot com soro anti-
PspA4 mostrou uma forte banda na linhagem TIGR4 e as bandas de menor
intensidade sdo provavelmente resultantes de reatividade cruzada com o antigeno
PspC, nas linhagens nas quais o JC foi inserido (Figura 10B). Essa reatividade
cruzada ja foi descrita pelo nosso grupo (Moreno et al., 2012), e ocorre

provavelmente devido a presenca de dominios com alta similaridade nestes dois

antigenos.
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Figura 10- Caracterizacao das linhagens de TIGR4 nocauteadas para pspA por PCR e western
blot — Janus Cassette. O nocaute do gene pspA na linhagem TIGR4 através da insercéao
do JC foi avaliada por PCR utilizando os oligonucleotideos 5112 e 3112 (A). A expressdo



47

de PspA foi avaliada por western blot utilizando soro anti-PspA4 (B). 1-TIGR4 STR", 2-
TIGR4-ApspA clone 1, 3-TIGR4-ApspA clone 16, 4-TIGR4-ApspA clone 21.

Para a troca alélica de TIGR4-ApspA, foi realizado PCR para amplificacdo de
pspAl e pspA4 com as regibes flanqueadoras a partir do DNA gendémico dos
isolados St435/96 e St255/00, respectivamente. Clones resistentes a STR e
sensiveis a Kn foram selecionados. Foi observado a partir de PCR utilizando os
oligonucleotideos 5112 e 3112 (1.400 pb) que o clone selecionado de TIGR4-pspAl
nao apresentou excisdo do JC (Figura 11). Para a avaliacdo da insercao de pspA4
(Figura 12A), foi realizado PCR com os oligonucleotideos 5112 e 3112 e com TIGR4
PspA up F e TIGR4 PspA down R. Foi observada amplificacdo de banda
correspondente ao JC apds amplificagdo com 5112 e 3112 nos clones 1, 2 e 3 de
TIGR4-pspA4, indicando que nao houve troca alélica. O PCR com TIGR4 PspA up F
e TIGR4 PspA down R confirmou esses dados, com amplificacdo de banda
semelhante a obtida na linhagem TIGR4-ApspA nos clones 1, 2 e 3 de TIGR4-
pspA4. Ja no clone 5 de TIGR4-pspA4, ndo houve amplificacdo do JC apdés PCR
com 5112 e 3112. No entanto, a banda amplificada com os oligonucleotideos TIGR4
PspA up F e TIGR4 PspA down R possui tamanho abaixo do esperado para
amplificacdo de pspA4 e suas regides flanqueadoras. O western blot com soro anti-
PspA4 apresentou as mesmas bandas na linhagem TIGR4-ApspA mostradas na

Figura 10B, confirmando a auséncia da expresséo da proteina PspA4 (Figura 12B).

2000 bp-
1650 bp-

1000 bp- |

Figura 11- Analise da transformacdo de TIGR4-ApspA para a troca alélica por PCR- Janus
Cassette-pspALl. A insercdo do gene pspAl na linhagem TIGR4 através da troca alélica
com JC foi avaliada por PCR utilizando os oligonucleotideos 5112 e 3112. 1- TIGR4
STR", 2-TIGR4-ApspA clone 16, 3- TIGR4-pspAl.
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Figura 12- Analise da transformacdo de TIGR4-ApspA para a troca alélica por PCR e western
blot- Janus Cassette-pspA4. A insercdo do gene pspA4 na linhagem TIGR4 através da
troca alélica com JC foi avaliada por PCR utilizando os oligonucleotideos 5112 e 3112 (#)
e TIGR4 PspA up F e TIGR4 PspA down R (*) (A). 1- TIGR4 STR®#, 2- TIGR4 STR"*, 3-
TIGR4-ApspA clone 16 #, 4-TIGR4-ApspA clone 16 *, 5- TIGR4-pspA4 clone 1 #, 6-
TIGR4- pspA4 clone 1 *, 7- TIGR4- pspA4 clone 2 #, 8- TIGR4- pspA4 clone 2 * , 9-
TIGR4- pspA4 clone 3 #, 10- TIGR4- pspA4 clone 3 *, 11- TIGR4- pspA4 clone 5 #, 12-
TIGR4- pspA4 clone 5 *. A expressdao de PspA foi avaliada por western blot utilizando
soro anti-PspA4 (B). 1- TIGR4 STRF, 2- TIGR4-ApspA clone 16, 3- TIGR4-pspA4 clone
1, 4- TIGR4- pspA4 clone 2, 5- TIGR4- pspA4 clone 3, 5- TIGR4- pspA4 clone 5.

Uma nova tentativa de realizacdo de troca alélica na linhagem TIGR4 foi feita
utilizando o Sweet Janus Cassette (SWJ). Além do marcador de resisténcia a STR,
este cassete apresenta um marcador adicional contra-selecionavel, que confere
sensibilidade a sacarose a bactéria. Para a construcdo das linhagens derivadas de
TIGR4 expressando PspAl e PspA4 utilizando o SWJ, um clone naturalmente
resistente a STR foi transformado com o plasmideo pGEM-TE pspA-SweetJanus-
pspA, que contém o SWJ clonado entre as regides flanqueadoras de pspA. Clones
resistentes a Kn e sensiveis & STR e a sacarose foram selecionados. O nocaute do
gene pspA também foi confirmado por PCR e western blot, originando TIGR4-ApspA
(Figura 13). A partir do PCR dos clones selecionados, foi possivel observar a
amplificagdo de um fragmento de 2.822 pb quando foram utilizados os
oligonucleotideos Sw5112 e 3112, que amplificam o SWJ (Figura 13A), confirmando
a insergdo do cassete. O western blot com soro anti-PspA4 mostrou uma forte banda
na linhagem TIGR4 e bandas de menor intensidade nas linhagens nas quais o SWJ
foi inserido (Figura 13B). Assim como observado para o nocaute realizado com o JC,
as bandas de menor intensidade sdo provavelmente resultantes de reatividade

cruzada com o antigeno PspC .
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Figura 13- Caracterizacdo das linhagens de TIGR4 nocauteadas para pspA por PCR e western
blot — Sweet Janus Cassette. O nocaute do gene pspA na linhagem TIGR4 através da
inser¢cdo do SWJ foi avaliada por PCR utilizando os oligonucleotideos Sw5112 e 3112 (A).
A expressdo de PspA foi avaliada por western blot utilizando-se soro anti-PspA4 (B). 1-
TIGR4 STRF, 2-TIGR4-ApspA clone 4, 3-TIGR4-ApspA clone 5.

Em seguida, foi realizada a transformacdo de TIGR4-ApspA para a troca
alélica com fragmento contendo o gene pspAl ou pspA4 com as regides
flanqueadoras. Foram selecionados clones resistentes a STR e a sacarose e
sensiveis a Kn. A partir de PCR, utilizando os oligonucleotideos Sw5112 e 3112
(2.822 pb), foi verificado que diferentes clones selecionados apresentaram excisao
do SWJ apods transformacdo com pspAl (Figura 14A) ou pspA4 (Figura 14B). No
entanto, ndo foi possivel confirmar a insercdo dos genes pspAl ou pspA4 a partir do
PCR utilizando os oligonucleotideos LSM12 e SKH2 , que amplificam o fragmento
entre 1.200 pb e 1.800 pb correspondente ao gene pspA (Figura 15).0 western blot
com soro anti-PspA4 apresentou as mesmas bandas na linhagem TIGR4-ApspA
mostradas nos ensaios anteriores, constatando a falta da expresséo das proteinas

PspAl ou PspA4 e a selegéo de linhagens falso-positivas (Figura 16).
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Figura 14- Analise da transformacdo de TIGR4-ApspA para a troca alélica por PCR — Sweet
Janus Cassette- pspAl e pspA4 (oligonucleotideos Sw5112/3112). A insercdo do gene
pspAl na linhagem TIGR4-ApspA através da troca alélica com SWJ foi avaliada por PCR
utilizando os oligonucleotideos Sw5112 e 3112 (A). 1- TIGR4 STRR, 2- TIGR4-ApspA
clone 5, 3- TIGR4-pspAl clone 1, 4- TIGR4-pspAl clone 2, 5- TIGR4-pspAl clone 3, 6-
TIGR4-pspAl clone 4, 7- TIGR4-pspAl clone 5, 8- TIGR4-pspAl clone 6, 9- TIGR4-pspAl
clone 7, 10- TIGR4-pspAl clone 8, 11- TIGR4-pspAl clone 9. A inser¢cdo do gene pspA4
na linhagem TIGR4 através da troca alélica com SWJ foi avaliada por PCR utilizando os
oligonucleotideos Sw5112 e 3112 (B). 1-TIGR4 STRR, 2- TIGR4-ApspA clone 5, 3- TIGR4-
pspA clone 1, 4- TIGR4-pspA4 clone 2, 5- TIGR4-pspA4 clone 3, 6- TIGR4-pspA4 clone 4,
7- TIGR4-pspA4 clone 5, 8- TIGR4-pspA4 clone 6, 9- TIGR4-pspA4 clone 7, 10- TIGR4-
pspA4 clone 8, 11- TIGR4-pspA4 clone 9.
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Figura 15- Andlise da transformacdo de TIGR4-ApspA para a troca alélica por PCR — Sweet
Janus Cassette — pspAl e pspA4 (oligonucleotideos LSM12/SKH2). A insercao do
gene pspAl ou pspA4 na linhagem TIGR4-ApspA através da troca alélica com SWJ foi
avaliada por PCR utilizando os oligonucleotideos LSM12 e SKH2. 1- TIGR4 STRF, 2-
TIGR4-ApspA clone 5, 3- TIGR4-pspAl clone 3, 4- TIGR4- pspAl clone 8, 5- TIGR4-
pspA4 clone 1, 6- TIGR4- pspA4 clone 2, 7- TIGR4-pspA4 clone 4, 8- TIGR4-pspA4 clone
5, 9- TIGR4-pspA4 clone 7, 10- TIGR4-pspA4 clone 8, 11- TIGR4-pspA4 clone 9.
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Figura 16- Andlise da transformacéo de TIGR4-ApspA para a troca alélica por western blot —
Sweet Janus Cassette- pspAl e pspA4. A expressdo de PspA foi avaliada por western
blot utilizando soro anti-PspA4. 1- TIGR4 STR®, 2- TIGR4-ApspA clone 5, 3- TIGR4-
pspAl clone 3, 4- TIGR4- pspAl clone 8, 5- TIGR4- pspA4 clone 1, 6- TIGR4- pspA4
clone 2, 7- TIGR4-pspA4 clone 4, 8- TIGR4-pspA4 clone 5, 9- TIGR4-pspA4 clone 7, 10-
TIGR4-pspA4 clone 8, 11- TIGR4-pspA4 clone 9.

4.2 Expressao e purificacdo das proteinas rPspA

Células de E. coli transformadas com os vetores pAE-6xHis contendo pspA
foram cultivadas e induzidas para expressao das proteinas recombinantes. A analise
dos cultivos por SDS-PAGE 12% revelou que todas as proteinas recombinantes
foram expressas.

Apés a analise da expressao inicial das proteinas rPspA, os cultivos foram
preparados em maior volume para a purificagdo das proteinas recombinantes a
partir da fracdo sollvel dos lisados bacterianos. O sobrenadante dos lisados foi
submetido a cromatografia utilizando colunas His- Trap e fracGes de todas as etapas
da purificacdo foram coletadas. Apés a purificacao, todas as fracdes de lavagens e
as eluicdes foram analisadas por SDS-PAGE 12% para a visualizagdo da fracdo na
qual a proteina se encontrava. Em seguida, essas fragcdes que continham as
proteinas recombinantes foram dialisadas. A Figura 17 mostra as proteinas rPspAs
purificadas e dialisadas. As bandas observadas no gel apresentam massa molecular
acima do predito (Tabela 5). De fato, a migracdo anémala de PspA esta descrita na
literatura (Yother, Briles, 1992).
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Tabela 5- Massa molecular e pl preditos para as proteinas PspAs.

Proteina Massa Molecular (kDa) pl
rPspAl 38,1 4,95
rPspA2 39,4 5,90
rPspA3 40,0 5,01
rPspA4 49,4 4,96
rPspAs 45,9 4,84
1 2 3 4 5

kDa
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66-

45-

30-

Figura 17- SDS-PAGE 12% das proteinas recombinantes purificadas. 1 pg das proteinas
recombinantes rPspAl (1), rPspA2 (2), rPspA3 (3), rPspA4 (4) e rPspA5 (5) foram
analisados em SDS-PAGE.

4.3 Analise por ELISA da inducdo de anticorpos anti-rPspA

Camundongos C57BL/6 foram imunizados com duas doses de rPspAl,
rPspA2, rPspA3, rPspA4 ou rPspA5 (5 ug) mais a vacina celular pertussis (wP) como
adjuvante nas duas doses por via nasal com intervalo de duas semanas. Duas
semanas apos a ultima imunizacdo, os animais foram sangrados. A Figura 18 mostra
a quantificagcdo de anticorpos IgG anti-rPspAl, anti-rPspA2, anti-rPspA3 e anti-
rPspA4, detectados por ELISA nos animais imunizados com rPspAs mais wP nas
duas doses. Camundongos imunizados com rPspAl apresentaram aumento
estatisticamente significativo no titulo de anticorpos 1gG anti-rPspAl, anti-rPspA2 e

anti-rPspA4, enquanto que animais imunizados com rPspA4 apresentaram aumento
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estatisticamente significativo no titulo de anticorpos IgG anti-rPspA3 e anti-rPspA4.
Ja animais imunizados com rPspA2 e rPspA3 apresentaram aumento de anticorpos

apenas contra rPspA do mesmo clado.
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Figura 18- Inducéo de anticorpos IgG anti-rPspA. Camundongos C57BL/6 foram imunizados por
via nasal com diferentes rPspAs utilizando wP como adjuvante nas duas doses e
anticorpos 1gG anti-rPspAl (A), anti-rPspA2 (B), anti-rPspA3 (C) e anti-rPspA4 (D) foram
detectados por ELISA. * indica diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao
grupo salina (One-way ANOVA, Tukey’s Multicomparison Test- *** P<0,001).

4.4 Analise de ligacao de anticorpos IgG anti-PspA a superficie da bactéria por
citometria de fluxo

A capacidade de ligacédo dos anticorpos a superficie de pneumococos intactos
foi avaliada por citometria de fluxo. Na Figura 19, observa-se que somente
anticorpos do grupo imunizado com rPspAl se ligam de forma eficaz a bactéria
491/00 que expressa PspAl (Figura 19A) e a bactéria 23F OPKA que expressa
PspA2 (Figura 19B). Anticorpos do grupo imunizado com rPspA3 e rPspA4 ligam-se
eficientemente a bactéria 6B OPKA que expressa PspA3 (Figura 19C), enquanto
gue somente anticorpos do grupo imunizado com rPspA4 se ligam eficientemente a

bactéria 472/96 que expressa PspA4 (Figura 19C). A Tabela 6 mostra a mediana da
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intensidade de fluorescéncia dos grupos analisados. Estes dados estdo de acordo
com os dados de ELISA, mostrando reatividade de soro anti-rPspAl com PspAs de
familia 1 (PspAl e PspA2) e de soro anti-rPspA4 com PspAs de familia 2 (PspA3 e
PspA4).

A B
491/00 (PspA1) 23F OPKA (PspA2)

FITC-A
c D
6B OPKA (PspA3) 472196 (PspA4)

FITC-A FITC-A

Figura 19- Ligacado de anticorpos IgG anti-PspA a superficie do pneumococo. IgG anti-rPspAl a
anti-rPspA5 foram testados quanto a capacidade de ligar-se na superficie intacta das
linhagens 491/00 (PspAl) (A), 23F OPKA (PspA2) (B), 6B OPKA (PspA3) (C) e 472/96
(PspA4) por citometria de fluxo. Os resultados séo apresentados como histograma de
intensidade de fluorescéncia. M - salina, ™ - wp, M - rPspA1,’" - rPspA2, - rPspAS3,
M - rpspA4, M - (PspAS.
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Tabela 6- Mediana da intensidade de fluorescéncia do total de bactérias.
Mediana: FITC-A

Grupos 491/00 23F OPKA 6B OPKA 472/96
(PspAl) (PspA2) (PspA3) (PspA4)

[ Salina 57 132 107 34
wP 61 144 94 37
B rPspAl 194 479 112 47
rPspA2 55 158 64 37
rPspA3 59 74 241 37
rPspA4 62 180 228 263
[ rPspA5 55 139 88 37

4.5 Avaliacdo de co-colonizacdo utilizando isolados clinicos expressando
diferentes PspAs

Para a avaliagdo de isolados clinicos em modelo de co-colonizagdo da
nasofaringe de camundongos, foram isolados clones do sorotipo 6B expressando
PspAl (491/00), PspA2 (371/00), PspA3 (679/99) e PspA4 (472/96), resistentes aos
seguintes antibioticos: optoquina (OPT), estreptomicina (STR) e trimetoprim (TMP).
Clones de 491/00 resistentes a OPT, de 371/00 resistentes a STR, de 679/99
resistentes a OPT e 472/96, que se mostrou naturalmente resistente ao TMP, foram
selecionados para a colonizacdo experimental. A partir da recuperacédo de bactérias
de lavados nasais 5 dias apds o desafio de camundongos C57BL/6 com 10° UFCs
em 10 pL por via nasal, foi possivel observar uma menor recuperacdo de UFCs de
491/00 OPT® (PspAl) em placas com OPT, quando comparado ao plagueamento
sem antibidtico (Figura 20A). Nao foram recuperadas bactérias de animais
inoculados com o isolado 371/00 STRR (PspA2). Niveis comparaveis de UFCs foram
recuperados do isolado 679/99 OPT® (PspA3) plaqueado com ou sem OPT (Figura
20B). Também foram recuperados niveis comparaveis de UFCs do isolado 472/96
TMPR (PspA4) plaqueado com ou sem TMP (Figura 20C).
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Figura 20- Recuperacdo de pneumococos da nasofaringe de camundongos colonizados
experimentalmente com 491/00 OPTR (PspAl), 679/99 OPTR (PspA3) ou 472/96
TMPR (PspA4). Camundongos C57BL/6 foram inoculados por via nasal com os isolados
491/00 OPT® (PspA1l) (A), 679/99 OPT® (PspA3) (B) ou 472/96 TMP® (PspA4) (C) e as
bactérias foram recuperadas do lavado nasal 5 dias apds a coloniza¢cdo em placa sem
antibiético (S/A) ou contendo os antibiéticos indicados.

Para a avaliagdo da co-colonizagdo com isolados expressando PspA de
familia 1 (PspAl, PspA2) e de familia 2 (PspA3, PspA4), decidiu-se avaliar o isolado
491/00 (PspAl) original, sem resisténcia a antibioticos. A Figura 21 mostra a
recuperacdo de bactérias no lavado nasal 5 dias apds a colonizacdo experimental
dos camundongos. A quantidade de bactérias recuperadas foi bastante semelhante
aquela observada com o isolado 491 OPT® (PspAl) plaqueado sem antibiético
(Figura 20A). Nao foram recuperadas UFCs em placas contendo OPT ou TMP.
Desse modo, as misturas de bactérias escolhidas para realizagdo dos experimentos
de co-colonizacdo foram 491/00 (PspAl) + 679/99 OPTR (PspA3) e 491/00 (PspAl)
+ 472/96 TMPR (PspA4).
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Figura 21- Recuperacdo de pneumococos da nasofaringe de camundongos colonizados
experimentalmente com 491/00 (PspAl). Camundongos C57BL/6 foram inoculados por
via nasal com o isolado 491/00 (PspAl) e as bactérias foram recuperadas do lavado
nasal 5 dias ap6s a colonizagdo em placa sem antibi6tico.

A avaliacdo de co-colonizacdo foi entdo verificada em animais colonizados
experimentalmente com 5x10°> UFCs de 491/00 (PspAl) + 5x10° UFCs de 679/99
OPTR (PspA3) ou 5x10° UFCs de 491/00 (PspAl) + 5x10° UFCs de 472/96 TMPR
(PspA4) em 10 uL por via nasal. As Figuras 22A a 22D mostram a recuperacao de
bactérias 5 e 7 dias ap6s o desafio em placas com ou sem antibiético. Ndo foi
possivel recuperar bactérias resistentes a OPT quando foi inoculada a mistura
491/00 (PspAl) + 679/99 OPTR (PspA3) (Figuras 22A e 22C). Assim, a linhagem
491/00 (PspAl) parece levar & eliminacéo da linhagem 679/99 OPTR (PspA3). Outra
possibilidade seria a perda total de resisténcia a OPT, 0 que parece ser improvavel,
uma vez que ja haviamos conseguido recuperar essa bactéria em lavados
realizados 5 dias apos o desafio (Figura 20B). Ja quando a mistura 491/00 (PspAl)
+ 472/96 TMPR (PspA4) foi inoculada, foram recuperadas bactérias em placas
contendo ou ndo TMP 5 e 7 dias apds o desafio (Figuras 22B e 22D). Uma
guantidade um pouco menor de bactérias resistentes ao TMP foi recuperada no dia
5. No dia 7, um animal ndo apresentou bactérias resistentes ao antibiotico. As
Figuras 22E e 22F mostram a quantidade de bactérias de cada linhagem recuperada
nos lavados nasais, calculando-se a quantidade de 491/00 (PspAl) como sendo a
guantidade de bactérias recuperadas na placa sem antibiético menos a quantidade
de bactérias na placa com TMP. Esses dados levaram a escolha da mistura 491/00
(PspAl) + 472/96 TMPR (PspA4) para os experimentos de imunizacdo com
diferentes PspAs.
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Figura 22- Recuperagcdo de pneumococos da nasofaringe de camundongos colonizados
experimentalmente com as misturas 491/00 (PspAl) + 679/99 OPT® (PspA3) ou
491/00 (PspAl) + 472/96 TMPR (PspA4). Camundongos C57BL/6 foram inoculados por
via nasal com as misturas dos isolados 491/00 (PspAl) + 679/99 OPTR (PspA3) (A e C)
ou 491/00 (PspAl) + 472/96 T™MPR (PspA4) (B, D, E e F). As bactérias foram recuperadas
do lavado nasal 5 (A, C e E) ou 7 (B, D e F) dias apds a colonizacdo experimental. A
guantidade de UFCs recuperadas em placa sem antibiético (S/A) ou com os antibiéticos
indicados (A-D) ou a quantidade de UFCs das linhagens 491/00 (PspAl) e 472/96 TMP®
(PspA4) (E-F) sdo mostrados.

Sete grupos de camundongos C57BL/6 foram imunizados com 2 doses de
rPspA (5 pg) mais a vacina celular pertussis (wP) como adjuvante nas duas doses

por via nasal. Ap0s 3 semanas da ultima imunizagc&o, os animais foram desafiados
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com a mistura 5x10° UFCs de 491/00 (PspAl) + 5x10° UFCs de 472/96 OPTR
(PspA4). Os lavados nasais para a recuperacdo das bactérias foram realizados 5
dias apos o desafio. Foi possivel observar uma menor quantidade de UFCs de
472/96 (PspA4) recuperados quando comparado com UFCs 491/00 (PspAl). Os
camundongos imunizados com wP, rPspAl, rPspA3 e rPspA4 apresentaram
redugéo estatisticamente significativa de colonizagdo com os dois isolados quando
comparados com o grupo salina. Os animais imunizados com rPspAl (P<0,05)
apresentaram ainda uma diminuicdo estatisticamente significativa de colonizagéo
pelo isolado 491/00 (PspAl) em relagdo ao grupo adjuvante wP, enquanto que
animais imunizados com rPspA4 (P<0,05) apresentaram diferenca estatisticamente
significativa de colonizacdo com o isolado 472/96 (PspA4) em relacdo ao grupo

adjuvante wP (Figura 23).
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Figura 23- Recuperagdo de pneumococos da nasofaringe de camundongos desafiados com
mistura de isolados 491/00 (PspAl) + 472/96 TMP® (PspA4) — rPspAl a rPspAb.
Camundongos imunizados com as formulac¢des indicadas foram desafiados com uma
mistura de isolados do sorotipo 6B e expressando diferentes PspAs. A recuperacdo dos
isolados 491/00 (PspAl) (A) e 472/96 T™MPR (PspA4) (B) no lavado nasal dos animais
realizado 5 dias ap6s o desafio é mostrada. * e * indicam diferenca estatisticamente
significativa com salina e com wP, respectivamente (One-way ANOVA, Tukey's
Multicomparison Test- * ou * P<0,05; ** P<0,01; *** P<0,001). Dados obtidos em 2
experimentos independentes.

A partir dos dados anteriores, foi possivel observar que os antigenos rPspAl
e rPspA4 parecem possuir um maior potencial de prote¢éo contra os isolados 491/00
(PspAl) e 472/96 OPTR (PspA4). Assim, a mistura dos dois antigenos
(rPspAl+rPspA4) ou uma primeira dose de rPspAl seguida de uma segunda dose
de rPspA4 (rPspAl/rPspA4) foi testada para avaliar a eficiéncia desses antigenos na

reducédo da colonizacao pelos dois isolados de pneumococo. A Figura 24 mostra que
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tanto a imunizagcdo com rPspAl+rPspA4 como com rPspAl/rPspA4 levam a uma
diminuicdo estatisticamente significativa da colonizacdo pelos dois isolados de

sorotipo 6B em relacdo ao grupo salina.
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Figura 24- Recuperacdo de pneumococos da nasofaringe de camundongos desafiados com
mistura de isolados 491/00 (PspAl) + 472/96 TMPR® (PspA4) — rPspAl+rPspA4 e
rPspAl/rPspA4. Camundongos imunizados com as formulacdes indicadas foram
desafiados com uma mistura de isolados do sorotipo 6B e expressando diferentes PspAs.
A recuperacdo dos isolados 491/00 (PspAl) (A) e 472/96 TMPR (PspA4) (B) no lavado
nasal dos animais realizado 5 dias apdés o desafio € mostrada. * indica diferenca
estatisticamente significativa com salina (One-way ANOVA, Tukey’'s Multicomparison Test-
** P<0,01).

Em seguida, foi avaliada a eficacia da imunizagdo com os diferentes rPspAs
contra co-colonizagcdo com dois isolados de sorotipos diferentes, 6B e 23F, e
expressando PspAs de familia 1 ou familia 2. A colonizagdo de animais nao
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imunizados foi testada com misturas dos isolados 472/96 TMPR (6B, PspA4), 6B
OPKA SPECR (6B, PspA3), HU23F (23F, PspA2) e 23F OPKA (23F, PspA2) (Figura
25). A mistura escolhida para os experimentos de desafio de animais imunizados
com diferentes rPspAs foi 6B OPKA SPECR (PspA3) e 23F OPKA (PspA2), por
serem da mesma origem e ainda néo utilizadas neste trabalho. A Figura 26 mostra
gue houve diminuicéo estatisticamente significativa na colonizagao pelo isolado 23F
OPKA (PspA2) em camundongos imunizados com rPspAl e rPspA4 em relacédo ao
grupo salina. Também foi possivel observar uma reducdo estatisticamente
significativa na colonizacédo pelo isolado 6B OPKA SPECR (PspA3) em animais

imunizados com rPspA4.
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Figura 25- Recuperacdo de pneumococos da nasofaringe de camundongos colonizados
experimentalmente com mistura de isolados dos sorotipos 6B e 23F. Camundongos
foram inoculados com uma mistura de isolados HU23F + 6B OPKA SPECR® (A), 23F
OPKA + 6B OPKA SPECF (B), HU23F + 472/96 TMP® (C) e 23F OPKA + 472/96 TMPR
(D) que expressam diferentes PspAs. A recuperacé@o dos isolados no lavado nasal dos
animais realizado 5 dias ap6s o desafio € mostrada.



63

A
23F OPKA (PspA2)

6_
8 * *
o 07
2
~ Al °
§ 4 * . u"
g 34 e - Aa vv
o Aa v
o ]
S 5] . _ .
Kot ™
2 1-
=)

0 J | ) T

Salina wP rPspA1 rPspA4
B
6B OPKA SPECR (PspA3)

6
%, 5- *%
o °°
= 0.®
E 4 T A A .
€ 3- ® A v
[°)
S 21 a '
E ]
2 11 —
=)

c J h T ]

Salina wP rPspA1 rPspA4

Figura 26- Recuperacdo de pneumococos da nasofaringe de camundongos imunizados com
rPspAs e desafiados com mistura de isolados dos sorotipos 6B e 23F. Camundongos
imunizados com as formulacdes indicadas foram desafiados com uma mistura de isolados
de sorotipos diferentes e expressando diferentes PspAs. A recuperacdo dos isolados 23F
OPKA (PspA2) (A) e 6B OPKA SPECR (PspA3) (B) no lavado nasal dos animais realizado
5 dias apOs o desafio € mostrada. * indica diferenga estatisticamente significativa com
salina (One-way ANOVA, Tukey’s Multicomparison Test- * P<0,05; **P<0,01).

Em todos experimentos de desafio foi observada uma diminuicdo de
colonizacdo em animais inoculados apenas com o adjuvante wP em comparacéao
com o grupo salina, dificultando a avaliagdo do efeito da imunizagcdo com as
diferentes proteinas. Decidimos entdo analisar a eficacia da imunizagdo com o0s
diferentes rPspAl, rPspA4 e a mistura de rPspAl+rPspA4 utilizando o adjuvante wP
apenas ha primeira dose contra co-colonizacdo com os isolados 6B OPKA SPECR
(PspA3) e 23F OPKA (PspA2). Incialmente, foi realizada a quantificacdo de
anticorpos IgG anti-rPspA2 e anti-rPspA3 por ELISA para comparagdo da

imunizagcdo com o adjuvante nas duas doses. A Figura 27 mostra que camundongos
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imunizados com rPspAl e rPspAl+rPspA4 apresentaram aumento estatisticamente
significativo no titulo de anticorpos IgG anti-rPspA2, enquanto que animais
imunizados com rPspA4 e rPspAl+rPspA4 apresentaram aumento estatisticamente
significativo no titulo de anticorpos IgG anti-rPspA3. A imunizacdo com
rPspAl+rPspA4 induziu niveis semelhantes de anticorpos IgG anti-rPspA2 e anti-
rPspA3 quando se compara imunizagcdo com rPspAl ou rPspA4, respectivamente.
Além disso, niveis comparaveis de IgG anti-PspA foram detectados quando se
compara a imunizacdo com adjuvante nas duas doses ou apenas na primeira dose
(Figura 18).
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Figura 27- Inducédo de anticorpos IgG anti-rPspA 2 e anti-rPspA3. Camundongos C57BL/6 foram
imunizados por via nasal com as formulacdes descritas utilizando wP como adjuvante na
primeira dose e anticorpos IgG anti-rPspA2 (A) e anti-rPspA3 (B) foram detectados por
ELISA. * indica diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao grupo salina (One-
way ANOVA, Tukey’s Multicomparison Test- *** P<0,001).

Os animais imunizados com o adjuvante apenas na primeira dose foram
entdo desafiados com a mistura dos isolados 6B OPKA SPECR (PspA3) e 23F
OPKA (PspA2). A Figura 28 mostra que ndo houve diminuicdo estatisticamente
significativa na colonizacdo pelo isolado 23F OPKA (PspA2) ou pelo isolado 6B
OPKA SPECR (PspA3).
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Figura 28- Recuperacdo de pneumococos da nasofaringe de camundongos imunizados com
rPspAs e wP na primeira dose, e desafiados com mistura de isolados dos
sorotipos 6B e 23F. Camundongos imunizados com as formula¢des indicadas foram
desafiados com uma mistura de isolados de sorotipos diferentes e expressando
diferentes PspAs. A recuperagcdo dos isolados 23F OPKA (PspA2) (A) e 6B OPKA
SPECR (PspA3) (B) no lavado nasal dos animais realizado 5 dias apds o desafio é
mostrada. * indica diferenca estatisticamente significativa com salina (One-way ANOVA,
Tukey’s Multicomparison Test- * P<0,05).

Os experimentos representados pelas Figuras 26 e 28 foram analisados
juntos (Figura 29). E possivel observar diminuicdo estatisticamente significativa na
colonizacéo pelo isolado 23F OPKA (PspA2) em animais imunizados com rPspAl e
rPspA4. Animais imunizados com rPspA4 e rPspAl+rPspA4 apresentaram uma
diminuicdo estatisticamente significativa da colonizagcdo pelo isolado 6B OPKA

SPECR (PspA3) em relacéo ao grupo salina.
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Figura 29- Recuperacdo de pneumococos da nasofaringe de camundongos desafiados com
mistura de isolados 23F OPKA (PspA2) + 6B OPKA SPECR (PspA3) — rPspAl a
rPspA5. Camundongos imunizados com as formulacdes indicadas foram desafiados
com uma mistura de isolados do sorotipo 6B e 23F expressando diferentes PspAs. A
recuperacado dos isolados 23F OPKA (PspA2) (A) e 6B OPKA SPECF (PspA3) (B) no
lavado nasal dos animais realizado 5 dias apds o desafio € mostrada. * indica diferenga
estatisticamente significativa com salina (One-way ANOVA, Tukey's Multicomparison
Test- * P<0,05; ** P<0,01). Dados obtidos em 2 experimentos independentes.

A Figura 30 mostra a analise das propor¢cdes do numero de UFCs do isolado
491/00 (PspAl) sobre o isolado 472/96 TMPR (PspA4) (familia 1/familia 2) (Figura
30A) e do isolado 23F OPKA (PspA2) sobre o isolado 6B OPKA SPECR (PspA3)
(familia 1/familia 2) (Figura 30B). Comparando 0s grupos controles, salina e wP, com
0S grupos imunizados com rPspA, ndo se observa um aumento exacerbado de um

isolado com relagdo ao outro, ndo havendo nenhuma diferenga estatistica entre os
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grupos nas Figuras 30A e 30B. Aparentemente, ha um controle da co-colonizacdo
da nasofaringe entre os isolados 491/00 (PspAl) e 472/96 TMPR (PspA4), e dos
isolados 23F OPKA (PspA2) e 6B OPKA SPECR (PspA3) nos grupos imunizados

com as variantes de rPspA.
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Figura 30- Razdo das UFCs de pneumococos recuperados da nasofaringe de camundongos
imunizados e desafiados com mistura de isolados. Razéo entre UFCs dos isolados
de sorotipo 6B 491/00 e 472/96 (A) e dos isolados 23F OPKA e 6B OPKA (B)
recuperados da nasofaringe de camundongos imunizados com as formula¢8es indicadas
€ mostrada.
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4.6 Quantificacdo de isolados dos sorotipos 6B e 23F por PCR quantitativo em
tempo real

Para avaliar um modelo de co-colonizagédo com dois isolados de pneumococo
de sorotipos diferentes sem 0 uso de selecdo por antibiéticos, foram feitos diversos
experimentos para estabelecer a quantificacdo de bactérias dos sorotipos 6B e 23F
por PCR quantitativo em tempo real (QPCR) utilizando oligonucleotideos especificos
para esses sorotipos (Tabela 4) e com condigbes j& descritas. ApOs varias
modificacdes do protocolo, foi realizada uma comparacdo da quantidade de
bactérias recuperadas em placa de agar-sangue e a estimativa obtida a partir do
gPCR. Essa estimativa foi baseada em uma curva padrdo com quantidade definida
de DNA gendmico de cada uma das linhagens. A Tabela 7 mostra que foi possivel
conseguir uma estimativa razoavel da quantidade de bactérias do sorotipo 6B por
gPCR , mas nao do sorotipo 23F. Assim, ndo foi possivel estabelecer a técnica para
realizarmos experimentos de co-colonizacdo de isolados n&o resistentes a

antibioticos.

Tabela 7- Comparacao entre UFC recuperada em placa e estimativa por gqPCR.

6B 23F
UFC em placa UFC por qPCR UFC em placa UFC por gPCR
Animal 1 4950 7807 4050 44
Animal 2 3182 6687 500 32
Animal 3 3904 14657 6309 3765
Animal 4 186752 164646 126432 79
Animal 5 5478 4301 3251 1008

Animal 6 1799 9004 3482 40
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5 DISCUSSAO

A proteina PspA é um dos antigenos proteicos de pneumococos mais bem
estudados. Como um fator de viruléncia, o PSpA é importante na evaséo do sistema
imune a partir da inibicdo da deposicdo de complemento na superficie bacteriana e
ligacdo a proteina bactericida de mucosa apolactoferrina (Ren et al., 2004; Shaper et
al., 2004; Tu et al., 1999). Vérios estudos demostraram que diversas abordagens
vacinais com PspA foram eficazes contra infeccbes por pneumococos em modelo
animal como, vacinas de DNA (Ferreira et al.,, 2006), entrega de antigeno por
Salmonella enterica e Lactobacillus casei (Campos et al., 2008; Xin et al., 2009) ou
combinacdo de proteinas recombinantes com agonistas de receptores toll-like ou
citocinas (Arulanandam et al.,, 2001; Oma et al.,, 2009). Os resultados dessas
publicacdes indicam uma forte correlacdo entre o aumento da prote¢cdo em modelos
animais e a inducdo de respostas do tipo Thl, caracterizada pelos altos niveis de
anticorpos IgG anti-PspA e producao de IFN-y. Outro estudo mostrou que, utilizando
o PspA via imunizacdo nasal, houve um aumento da protecdo e secrecdo de IL-17
por células do pulméo e baco, apés um desafio letal em camundongos (Ferreira et
al., 2009). Tais dados provam que o PspA é um candidato vacinal importante contra
doencas pneumocdcicas.

O Janus Cassette (JC) foi utilizado para obtencédo de linhagens derivadas
TIGR4-ApspA e TIGR4 expressando PspAl ou PspA4 a partir de um mesmo
background genético, para avaliar a eficacia das diferentes variantes de PspAs em
um modelo de co-colonizagdo da nasofaringe de camundongos. Tal cassete permite
0 nocaute e a troca alélica em S. pneumoniae através de selecao sequencial positiva
(KnR e STR®) e negativa (Kn® e STRR). No entanto, a ocorréncia de revertentes
espontaneos do JC, ja descrita na literatura (Sung et al., 2001), levou a um grande
namero de falso-positivos durante a selecdo por resisténcia a STR da segunda
recombinacdo. Nosso grupo ja havia utilizado esse cassete para nocautear o gene
pspA da linhagem nao-capsulada Rx1. A troca alélica foi realizada com sucesso,
gerando Rx1-pspAl e Rx1-pspA4 (Miyaji et al., 2015). O sucesso da transformacéo
da linhagem Rx1 utilizando o JC é compreensivel, pois essa linhagem nao apresenta

capsula.
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Para melhorar a eficiéncia da selecdo negativa, um estudo descreveu um
novo cassete, o Sweet Janus Cassette (SWJ), para realizacdo de troca alélica em
pneumococo. Além do marcador de resisténcia a STR, esse novo cassete contém o
gene sacB de Bacillus subtilis, um marcador adicional contra-selecionavel, que
confere sensibilidade a sacarose em algumas bactérias Gram-positivas (Li et al.,
2014). Assim, a segunda recombinacédo possui dupla selecdo de resisténcia a STR e
a sacarose para a excisdo do SWJ e insercdo do novo alelo do gene. De acordo
com esse estudo, o sistema demonstrou que a quantidade de falso-positivos para o
SWJ é 100 vezes menor do que para o JC durante a selecado negativa. Os nossos
resultados mostraram a obtencdo da bactéria com o gene pspA deletado (TIGR4-
ApsSpA), porém, mesmo utilizando o SWJ, a troca alélica ndo foi bem sucedida, pois
ainda ocorreram linhagens falso-positivas, ndo havendo a expressédo de PspAl ou
PspA4. Provavelmente, o isolado TIGR4 utilizado em nosso laboratério ndo seja
adequado para estas construcoes.

Vetores pAE-6xHis contendo os fragmentos génicos das diferentes variantes
de pspAl a pspA5 foram utilizados para transformar células de E. coli, que foram
cultivadas e induzidas para expressao das proteinas recombinantes. A analise dos
cultivos por SDS-PAGE 12% revelou que todas as proteinas recombinantes foram
expressas e que as bandas observadas no gel apresentavam massa molecular
acima do predito, como j& havia sido descrito na literatura (Yother, Briles, 1992). Os
processos de expressdo e purificacdo dos PspAs recombinantes (rPspAl ao
rPspAb) sdo bem estabelecidos pelo nosso grupo (Ferreira et al., 2006; Moreno et
al., 2010; Oliveira et al., 2010; Vadesilho et al., 2012). Figueiredo e colaboradores
mostraram, com ensaios de dicroismo circular e de ligacdo a lactoferrina, que a
proteina recombinante PspA4Pro manteve sua estrutura secundaria e atividade
biolégica preservada apds a purificacdo, e estabilidade quando submetida a
variacOes de temperatura e pH (Figueireido et al., submetido).

Ap6s a purificac@o das proteinas recombinantes, as mesmas foram utilizadas
para imunizagcdo de camundongos por via nasal com o adjuvante wP. O adjuvante
wP, além de ser um componente da vacina DTPw (Difteria-Tétano-Pertussis celular)
produzida pelo Instituto Butantan, induz uma resposta imune protetora contra o

pneumococo, caracterizada por altos niveis de anticorpos (Oliveira et al., 2010) e
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resposta mediada por células com perfil Th1/Thl7 (Lima et al.,, 2012), quando
associada a PspA recombinante.

Os anticorpos anti-PspAs contidos nos soros obtidos apos as imunizacfes
foram dosados por ELISA e utilizados na andlise de ligacdo de anticorpos a
superficie da bactéria por citometria de fluxo. Os dados de ELISA mostraram que
camundongos imunizados com rPspAl apresentaram aumento no titulo de
anticorpos 1gG anti-rPspAl, anti-lgG-rPspA2 e anti-rPspA4, e que animais
imunizados com rPspA4 apresentaram aumento no titulo de anticorpos IgG anti-
rPspA3 e anti-rPspA4. Animais imunizados com rPspA2 e rPspA3 apresentaram
aumento de anticorpos apenas contra rPspA do mesmo clado. Com a andlise da
capacidade de ligacdo dos anticorpos a superficie de pneumococos intactos por
citometria de fluxo, foi verificado que somente anticorpos do grupo imunizado com
rPspAl foram capazes de ligar-se eficientemente a bactéria 491/00 (PspAl) e a
bactéria 23F OPKA (PspA2). Anticorpos do grupo imunizado com rPspA3 e rPspA4
ligaram-se eficientemente a bactéria 6B OPKA que expressa PspA3, enquanto que
somente anticorpos do grupo imunizado com rPspA4 se ligaram eficientemente a
bactéria 472/96 que expressa PspA4. De forma geral, os resultados de citometria de
fluxo estdo de acordo com os ensaios de ELISA. Estas duas andlises mostram que
uma mistura de rPspAl (familia 1) mais rPspA4 ( familia 2) seria capaz de induzir
anticorpos que reconhecem isolados de pneumococos expressando diferentes
PspAs. Uma analise semelhante ja havia sido feita em nosso laboratério com soros
obtidos de camundongos imunizados com diferentes rPspAs por via subcutanea
utilizando hidréxido de aluminio como adjuvante (Moreno et al., 2010). Nesse caso,
foi observada uma maior reatividade cruzada tanto por ELISA quanto por analise de
diferentes isolados de pneumococo por citometria de fluxo. Além disso, foi
demonstrada uma capacidade de protecdo cruzada entre familias, ja que a
imunizagcdo com rPspA4 e rPspAS5 foi capaz de induzir protegdo contra um desafio
intranasal letal com isolados expressando PspA de familia 1 ou familia 2. Protecao
contra desafio de colonizagédo néo foi avaliada nesse trabalho ja publicado.

Nosso grupo ja havia avaliado a imunizagdo com rPspA5 por via nasal
utilizando wP como adjuvante e foi demonstrada reducdo na colonizacdo com
isolado de sorotipo 6B expressando PspAl (Oliveira et al., 2010). E importante

ressaltar que o0s animais receberam 6 doses das formulagbes vacinais nesse



72

primeiro trabalho e que agora utilizamos apenas 2 doses. O trabalho agora
apresentado expande essa andlise, com a imunizacdo de camundongos com
diferentes rPspAs e com a utilizacdo de um modelo de co-colonizacdo com
diferentes isolados de pneumococo. Com o0 propésito de mimetizar uma situacéo
natural de exposicdo e colonizacdo por diferentes pneumococos, 0 que € comum
principalmente em criangas, e avaliar o impacto da presséo seletiva da vacinacao,
camundongos foram desafiados com mistura de isolados do sorotipo 6B ou de
isolados do sorotipo 6B mais 23F apds imunizacdo com diferentes PspAs.
Primeiramente, os animais foram desafiados com a mistura dos isolados de sorotipo
6B expressando PspA de familia 1 ou familia 2 (491/00 (PspAl) e 472/96 (PspA4 -
TMPR)). Cinco dias ap6s o desafio, foram realizados lavados nasais para a
recuperacdo das bactérias. Camundongos imunizados com wP, rPspAl, rPspA3 e
rPspA4 apresentaram diminuicdo da colonizacdo com os dois isolados quando
comparados com o grupo salina. Animais imunizados com rPspAl apresentaram
ainda reducdo de colonizacdo pelo isolado 491/00 (PspAl) em relacdo ao grupo
adjuvante wP, enquanto que animais imunizados com rPspA4 apresentaram
diminuicdo da colonizagdo com o isolado 472/96 (PspA4) em relagcdo ao grupo
adjuvante wP. Esses resultados mostraram que, aparentemente, rPspAl e rPspA4
sdo os antigenos com maior potencial de protecdo contra os dois isolados. Sendo
assim, foi testada a mistura dos dois antigenos (rPspAl+rPspA4) ou uma dose de
rPspAl seguida de uma dose de rPspA4 (rPspAl/rPspA4), pois seriam mais
eficientes na diminuic&o da colonizacéo pelos dois isolados de pneumococo. Tanto a
imunizacdo com rPspAl+rPspA4 como a imunizacdo com rPspAl/rPspA4d
diminuiram a colonizac&o pelos dois isolados de sorotipo 6B.

Imunizacdo com rPspAl, rPspA4 ou rPspAl+rPspA4 contra co-colonizacéo
com dois isolados de sorotipos diferentes (6B e 23F) e expressando PspAs de
familia 1 ou familia 2 mostrou uma reducdo na colonizag¢édo pelo isolado 6B OPKA
SPECR® (PspA3) em camundongos imunizados rPspA4 e rPspAl+rPspA4. Foi
observada ainda uma redugéo de colonizagéo pelo isolado 23F OPKA (PspA2) em
animais imunizados com rPspAl e rPspA4.

Foi realizada uma andlise para se avaliar a propor¢céao de isolados com PspA
de familia 1 e familia 2 recuperados da nasofaringe de animais imunizados com as

diferentes formulagbes contendo rPspAs e desafiados nos modelos de co-
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colonizacdo. Comparando 0s grupos controles, salina e wP, com 0s grupos
imunizados com rPspA, ndo se observa um aumento exacerbado de um isolado com
relacdo ao outro. Esses dados indicam que a presséao seletiva de vacinas baseadas
em PspA ndo seria tdo exacerbada quanto aquela observada com o uso das vacinas
polissacaridicas conjugadas, diminuindo a chance de substituicdo de isolados mais
prevalentes. O uso da mistura rPspAl+rPspA4, contendo rPspA de familia 1 e
familia 2, proporcionaria uma garantia ainda maior contra o fendmeno de
substituicdo causada por vacinacao.

Neste trabalho, foi avaliada a inducéo de anticorpos 1gG séricos anti-PspA e o
papel desse anticorpos na protecdo contra pneumococo ja foi demonstrada em
experimentos de imunizacdo passiva. Nestes trabalhos, a inoculacdo de soro de
animais ou voluntarios imunizados com rPspA foi capaz de induzir protecdo em
modelos de infeccdo letal e colonizacdo por pneumococo em camundongos naive
(Briles et al., 2000; Ferreira et al., 2010; Oliveira et al., 2010). No entanto, o uso da
vacina wP como adjuvante leva a um aumento ndo apenas de anticorpos contra a
proteina co-administrada, mas induz também uma resposta celular especifica com
perfil Th1/Th17 (Lima et al., 2012). Ja foi demonstrado que imunidade protetora
contra coloniza¢do de camundongos por pneumococo pode ser mediada unicamente
por IL-17A (Lu et al.,, 2008). A secregdo de IL-17A levaria ao recrutamento de
neutréfilos ao local da infeccéo, levando a fagocitose das bactérias (Zhang et al.,
2009). No caso da imunizacdo com rPspA com wP como adjuvante em nosso
modelo, haveria a inducdo de células T-CD4" com perfil Th17 especificas contra
PspA. Quando em contato com pneumococos apds o desafio, essas células
secretariam IL-17A, levando a um influxo de neutrofilos. Os neutréfilos recrutados
fagocitariam entdo os pneumococos de maneira inespecifica, independente do
antigeno expresso pela bactéria (Trzcinski et al., 2008). Deste modo, em nosso
modelo, a inducdo de células CD4" Th17 especificas contra PspA de um clado
levaria a um aumento de fagocitose de pneumococos expressando diferentes
PspAs. Assim, tanto anticorpos IgG anti-PspA com maior reatividade cruzada como
secrecdo de IL-17A poderiam explicar a manutencdo de um equilibrio entre
pneumococos expressando PspA de familia 1 e de familia 2 no modelo utilizado de
co-colonizagdo apoOs imunizagcdo com diferentes rPspAs utilizando wP como

adjuvante.
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Finalmente, para analisar a possibilidade de quantificar os sorotipos 6B e 23F
em um modelo de co-colonizagdo da nasofaringe de camundongos foi utilizada a
técnica de qPCR. A comparacao e analise entre a quantificacdo de UFC da cultura e
os resultados de qPCR sdo importantes e complementares para os estudos de
episédios de colonizagdo, por serem informagcBes considerdveis para o0
desenvolvimento de futuras vacinas no qual a densidade ou duragéo da colonizacao
por pneumococo sdo relevantes (Gritzfeld et al., 2014). Porém, nao foi possivel

estabelecer a técnica de gPCR para o modelo utilizado neste trabalho.
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6 CONCLUSAO

A proteina PspA € um importante candidato vacinal contra infeccOes
causadas pelo S. pneumoniae. Neste trabalho, as diferentes variantes de PspAs,
principalmente rPspAl e rPspA4, se mostraram eficazes no controle da co-
colonizagdo da nasofaringe de camundongos utilizando misturas de isolados de
sorotipo 6B e 23F expressando PspAl, PspA2, PspA3 e PspA4.

Portanto, os experimentos deste projeto trazem uma analise ampla da
cobertura vacinal contra pneumococo das diferentes formulagdes contendo variantes
do antigeno PspA, ja que uma vacina capaz de controlar a coloniza¢do por bactérias
expressando diferentes PspAs levaria a uma menor probabilidade de alteracdo nos
isolados predominantes que circulam na populacédo, evitando a substituicdo de

sorotipos prevalentes e protegendo contra a maioria dos isolados de pneumococo.
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