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RESUMO

LUKAS, R. Abordagem vacinal contra streptococcus agalactiae baseada em vacina de DNA. 2021.
56 p. Dissertacdo (Mestrado em Biotecnologia) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de
Sdo Paulo, S&o Paulo, 2021.

O Streptococcus agalactiae ou Streptococcus do Grupo B (GBS - group B Streptococcus) € um coco
gram-positivo, caracterizado por seu potencial em causar doencas invasivas em recém-nascidos (RNS)
como sepse, meningite e pneumonia. Diversos microrganismos patogénicos sdo capazes de expressar
diferentes proteinas, as quais podem representar antigenos relevantes para inducdo de protecdo no
hospedeiro. A Proteina Transportadora de Poliaminas D (PotD), é uma proteina de superficie,
conservada entre os diferentes sorotipos de GBS (la, Ib, 1l ao 1X), pertencendo a uma grande familia
de transportadores ativos em diversas células. As poliaminas sdo fundamentais para a sobrevivéncia e
crescimento da célula, exercendo funcdes metabdlicas e fisiologicas. Vacinas de DNA possuem em
sua formulacdo genes do patdgeno que sdo responsaveis por codificar proteinas que podem conter
epitopos antigénicos que conferem imunidade ao hospedeiro, resultando em uma protecdo
imunoldgica. Sendo assim, 0 objetivo deste trabalho € desenvolver uma abordagem vacinal baseada
no uso de vacina de DNA, utilizando o gene potD para inducdo de resposta imune contra o patégeno.
Através da clonagem, a construgdo vacinal pVAX-potD foi testada em cultura de células de mamiferos
HEK?293T. Os resultados obtidos até 0 momento sugerem que com apenas uma Unica dose da vacina
de DNA, administrada em camundongos, utilizando eletroporacdo, o sistema imune foi capaz de

reconhecer o antigeno alvo e gerar anticorpos especificos contra a bactéria.
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ABSTRACT

LUKAS, R. Vaccine approach agaisnt Streptococcus agalactiae based on DNA vaccine. 2021. 56 p.
Master thesis (Master in Biotecnology) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo,
Séo Paulo, 2021.

Group B Streptococcus agalactiae (GBS) is a gram-positive coconut characterized by its potential to
cause invasive diseases in newborns (NBs) such as sepsis, meningitis, and pneumonia. Several
pathogenic microorganisms can express different proteins, which may represent antigens relevant to
induction of protection in the host. Polyamine Carrier Protein D (PotD) is a surface protein, conserved
among the different GBS serotypes (la, Ib, Il to 1X), belonging to a large family of active transporters
in several cells. Polyamines are fundamental for cell survival and growth, performing metabolic and
physiological functions. DNA vaccines have pathogen genes in their formulation that are responsible
for encoding proteins that may contain antigenic epitopes that confer immunity to the host, resulting
in immune protection. Thus, the objective of this work is to develop a vaccine approach based on the
use of DNA vaccine, using the potD gene to induce immune response against the pathogen. Through
cloning, the pVAX-potD vaccine construction was tested in HEK293T mammalian cell culture. The
results obtained so far suggest that with only a single dose of the DNA vaccine, administered in mice,
using electroporation, the immune system was able to recognize the target antigen and generate

specific antibodies against the bacterium.

Palavras-chave: Streptococcus. Vaccine. DNA. PotD



1. INTRODUCAO

1.1. Streptococcus agalactiae

Inimeras doencas causadas por diferentes patdgenos podem acometer o bem-estar e a saude
do ser humano, resultando em altos indices de morbidade e mortalidade. Devido a imaturidade do
sistema imunoldgico, neonatos apresentam maior vulnerabilidade a uma gama de patégenos como
bactérias, virus, fungos ou parasitas, resultando em um cenario de condicdes clinicas e fisicas ideais
para a instalacdo de infec¢bes (VERSTRAETE, 2015). Em todo o0 mundo, aproximadamente 22% das
mortes por infeccBes neonatais sdo decorrentes de sepse, pneumonia, meningite e tétano (MITRA,
2018).

Dentre as bactérias de interesse clinico, o Streptococcus agalactiae ou Streptococcus do Grupo
B (GBS - group B Streptococcus) € um coco gram-positivo de formato esférico, disposto aos pares ou
em pequenas cadeias, possuindo uma caracteristica bioguimica marcante, a presenca de beta hemdlise,
além de ser catalase negativo (FIOLO, 2012; CASTELLANO-FILHO, 2010). Esta € uma bacteria
comensal que coloniza o trato gastrintestinal e geniturinario de aproximadamente 50% dos individuos
saudaveis (LIN, 2018), porém, em determinadas circunstancias, este colonizador assintomatico pode
ser responsavel por causar graves infec¢fes neonatais (DELFANI, 2017), colocando-o como um dos
patdégenos de maior impacto na promocdo de infeccBes neonatais invasivas de relevante grau de
morbimortalidade (SEALE, 2017).

O GBS foi primeiramente identificado em 1887 como agente causador de mastite bovina e,
anos mais tarde (1935), cepas humanas foram isoladas de gestantes e, somente ap0s o inicio da década
de 1960, passou a ser associado as doencas neonatais, com relatos esporadicos de amostras realizadas
em culturas vaginais provenientes de mulheres assintomaticas (DOARE, 2013). Hoje em dia, sabe-se
que o GBS possui a capacidade de causar doencas nao sé em humanos e bovinos, mas também em
certas espécies de peixes, cavalos, macacos, hamsters, cdes e camelos (BOWATER, 2018).

Em peixes, a septicemia e meningite estdo entre as principais doencas relacionadas ao GBS,
causando um grande impacto na economia da aquicultura, um fator de extrema relevancia visto que,
de acordo com o anuario da Associacdo Brasileira da Piscicultura (2019), o Brasil ocupa o 4° lugar
como maior produtor mundial de tilapias. Por outro lado, em bovinos, a infeccdo pelo S. agalactiae
resulta principalmente em mastite, o que também leva a grandes perdas econdémicas na pecuaria, como
por exemplo, afetando a producdo de leite (KEEFE, 2012).

Gestantes, idosos e imunocomprometidos representam os trés grupos de risco mais susceptiveis

a infeccdo pelo GBS (SCHUCHAT, 1998). Em relacao as gestantes, cerca de 40% possuem a vagina



e o reto colonizados pelo GBS, caracterizando o principal grupo colonizado pelo patogeno
(CAMPBELL, 2000; VERANI, 2010; BRZYCHCZY-WLOCH, 2014). No entanto, apenas 2% dos
recém-nascidos sdo infectados pelo estreptococo através da broncoaspiracdo do liquido amniotico
contendo a bactéria, ou no momento do nascimento, ao passar pelo canal vaginal também contaminado
com a bactéria (figura 1) (MORGAN, 2019; DELFANI, 2017), levando ao desenvolvimento de
infeccdes neonatais, como sepse, meningite e pneumonia (GIBBS, 2004; COUTINHO et al., 2011).

Em humanos, a infeccéo invasiva pelo GBS ¢ classificada em (i) doenca de inicio precoce
(early onset disease — EOD), ocorrendo antes dos 7 primeiros dias de vida do recém-nascido, sendo
comum dentro das primeiras 24 horas, resultando em quadros de bacteremia/sepse sem foco (83%),
pneumonia (9%) ou meningite (7%); e (ii) doenca de inicio tardio (late-onset disease — LOD), que
ocorre entre 7 e 89 dias de vida, com uma média de 37 dias — gerando quadros de bacteremia/sepse
sem foco (65%), meningite (27%) e pneumonia (3%) (MULLER, 2006; PHARES, 2008; SIMONSEN,
et al., 2014; VORNHAGEN, 2017).
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Figura 1. Infeccdo ascendente pelo GBS. Devido aos varios fatores de viruléncia expressos pelo GBS, a bactéria ascende

do canal vaginal, invadindo os anexos embrionarios das membranas placentarias (cérion e amnion) e cavidade amnidtica,

assim alcangando o feto. Fonte: adaptado de VVornhagen e colaboradores (2017).

De acordo com as normas preconizadas pelo Centers for Disease Control and Prevention
(CDC), as gestantes entre 35-37 semanas de gravidez devem ser submetidas ao rastreio para a avaliacéo

da presenca ou ndo do GBS, pois a chance de transmisséo vertical é alta (VERANI, 2010). A maioria



dos trabalhos disponiveis na literatura utilizam esta metodologia, coletando amostras dos sitios vaginal
e anal, com dois swabs e inoculagdo separada em meio seletivo por 18 a 24 horas (REZENDE, et al.,
2010).

A profilaxia antibi6tica intraparto para as gestantes colonizadas pelo S. agalactiae é a Unica
forma de intervencdo até os dias atuais, com a finalidade de prevenir e tratar. Os betalactamicos, como
penicilinas e as aminopenicilinas, sdo as drogas de primeira escolha para combater infecgdes por GBS
(VERANI, 2010), uma vez que seu mecanismo de acdo estd direcionado ao bloqueio da sintese do
peptideoglicano, inibindo irreversivelmente a enzima transpeptidase, D-D-carboxitranspeptidase,
também conhecida como PBP (penicillin-binding-protein), o que impede a formacao de ligacGes entre
as cadeias peptidicas que formam a parede celular da bactéria (GUIMARAES et al., 2010; ARRUDA
etal., 2019).

Em casos de gestantes alérgicas aos beta-lactamicos, sdo administradas drogas de segunda
linha, representadas pelos macrolideos (eritromicina), que possuem propriedades antibacterianas por
ligarem-se a subunidade 50S do ribossomo, resultando no bloqueio da sintese protéica da bactéria,
fazendo com que o RNA transportador seja impedido de transferir os aminodcidos para a cadeia
polipeptidica que esta sendo formada e, pelas lincosamidas (clindamicina) que, possuem o0 mesmo
espectro de acdo e mesma propriedade antibacteriana dos macrolideos (HAYS, et al., 2016).

Contudo, € preciso dar atencao as falhas decorrentes da administracdo da profilaxia antibiotica,
que podem resultar na selecdo de cepas de GBS resistentes aos antibidticos utilizados no tratamento,
podendo levar ao aumento de sepse neonatal (CASTOR, 2008). Além disso, a profilaxia antibittica

intraparto ndo é capaz de diminuir a ocorréncia de sepse de inicio tardio (BOLDENOW, 2016).

1.2.Epidemiologia

No inicio da década de 70, nos Estados Unidos, o GBS emergiu como um grande causador de
infeccdes neonatais, resultando em uma taxa de mortalidade de até 50% (COSTA, 2010). Atualmente,
0 GBS continua sendo umas das principais causas de meningite e septicemia neonatal nos EUA
(STOLL, 2011). Ainda, além de gestantes e recém-nascidos, outros grupos de risco para infecgdo por
GBS incluem mulheres adultas ndo gestantes, idosos e pacientes imunocomprometidos (HANSEN,
2004; PHARES et al., 2008).

No estudo realizado por Campbell (2000), com 3307 mulheres gravidas, identificou-se que
26% (856) das gestantes apresentavam colonizacdo por GBS e a maior taxa de colonizagédo ocorria
entre mulheres negras. A transmissdo vertical por GBS ocorre em cerca de 30 a 70% dos casos e,

assim, as gestantes colonizadas podem transmitir o patdgeno aos seus filhos antes ou durante o parto,



quer seja pela aspiragédo do liquido amniotico contaminado com a bactéria ou, até mesmo, no momento
da passagem da crianca pelo canal vaginal (BAKER, 1973; MOYO, 1996).

O GBS ¢é classificado em sorotipos de acordo com a composicdo da capsula polissacaridica,
que € um dos principais fatores de viruléncia da bactéria, permitindo a evasdo do sistema imune do
hospedeiro. Atualmente, sdo reconhecidos 10 sorotipos de GBS (la, Ib, I, 111, IV, V, VI, VII, VIl e
IX), porém, a literatura descreve os sorotipos la, Ib, I, I1l e V como os mais prevalentes em infeccbes
humanas (WANG, 2013).

Desde a década de 70 o sorotipo Il tem sido reportado na literatura como o de maior
prevaléncia em infec¢fes neonatais. O sorotipo 111 do GBS tem sido fortemente associado a maioria
dos casos de meningite neonatal até os dias atuais, sendo responsavel por 40% dos casos de infec¢do
neonatal precoce e 60% dos casos de infeccdo neonatal tardia em todo o mundo (EDMOND et al.,
2012).

A nivel mundial, em Pequim — China, estudos apontam o sorotipo 111 como o mais prevalente,
sequido pelo la, V, Ib e Il (LU, 2014). Em Bangladesh, um estudo performado com 1151 gestantes
com idade gestacional entre 34,6 e 38,8 semanas identificou que 172 das grévidas apresentavam
colonizagdo por GBS. Na Africa Subsaariana, nas Américas e na Europa o percentual é de 21-22, 19,7-
24 e 19%, respectivamente. Durante o ano de 2000-2001, no Reino Unido, houve um total de 568
casos, com uma incidéncia de 0,72/1000 nascidos vivos (HEATH et al., 2004). Na Escécia, a
incidéncia foi de 0,42/1000 e na Irlanda do Norte 0,9/1000 (HEATH, 2011).

Em 2017, a Europa conduziu um estudo que contou com a ajuda de mais de 100 pesquisadores,
o qual foi publicado no renomado jornal cientifico Clinical Infectious Disease, objetivando analisar a
taxa de colonizacdo pelo GBS em todo o mundo, gerando dados altamente preocupantes. Foi
identificado que 21,7 milhdes de gestantes sdo colonizadas pelo GBS, gerando uma propor¢do média
onde a cada 5 gestantes, uma carreia a bactéria. No entanto, os dados chamam aten¢&o devido a uma
grande parcela ndo ser tratada, o que aumenta ainda mais os indices de casos pelo GBS em todo o
mundo (WHO-a, 2017).

Ainda, dentre os 195 paises estudados, foi realizado um ranking com os 10 paises de acordo
com a taxa de colonizacdo (figura 2), onde o Brasil ocupa o 6° lugar, juntamente com o Paquistao,
totalizando 700 mil gestantes colonizadas pelo GBS. Em primeiro lugar encontra-se a india (2,5
milhdes), seguida pela China (1,9 milhdes) e Nigéria (1,1 milhdo) (WHO-b, 2017).
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Figura 2. Ranking de paises de acordo com a taxa de colonizagdo por GBS. Fonte: adaptado de Clinical Infectious
Disease Journal, 2017.

Um estudo realizado no Centro de Referéncia para Estreptococos, na Franga, entre o periodo
de 2007 a 2012, foram analisados 438 casos de infeccdo neonatal invasiva por GBS, onde 154 casos
ocorreram nas primeiras 48 horas apés o nascimento (infeccéo precoce) e 190 entre 14-56 dias de vida
(infeccdo tardia). Além disso, verificou-se que os casos de bacteremia sem foco, meningite e infeccado
respiratoria decorrentes da forma precoce foi de 103, 43 e 10 casos, respectivamente (JOUBREL et al,
2015).

Na Ameérica Latina a epidemiologia da doenca causada pelo GBS tem sido pouco abordada na
literatura, embora alguns estudos no Brasil tenham mostrado diferentes taxas de colonizagdo pelo
estreptococo, variando entre 16,6% a 27,6%. Estas variacGes podem ser atribuidas as caracteristicas
das populagdes estudadas, assim como idade, paridade, nivel socioecondmico e localizagdo geografica,
além da variacdo da metodologia bacterioldgica de cultura empregada em cada estudo (POGERE,
2005).

No Rio de Janeiro, um estudo realizado com 3.647 gestantes, durante 8 anos (2008-2015),
identificou uma taxa de colonizagdo pelo GBS de 26,2% (956) em gestantes com idade gestacional

entre 35-37 semanas, sendo os sorotipos la, Ib, II, Ill, IV e V o0s de maior prevaléncia, com um



percentual de 11,2%, 19,9%, 6,8% 3,5% e 9,2%, respectivamente (BOTELHO, 2018).

Ainda, no Brasil, um estudo conduzido em 21 municipios pertencentes ao 18° Departamento
Regional de Saude do Parang, foi demonstrado que dentre as 496 gestantes (35-37 semanas) estudadas,
141 (28,4%) foram positivas para GBS, revelando nesse estudo uma frequéncia de colonizacdo acima

dos valores encontrados em demais estudos realizados no Brasil (MELO, 2018).

1.3.Imunizagdo

Partindo do principio de que a transferéncia transplacentaria de anticorpos presentes no soro
materno pode promover a protecdo do bebé contra a infeccdo por GBS, as vacinas atuam como um
método vantajoso e pratico para a prevencdo da colonizacdo por este patdégeno durante a gravidez.
Vacinas podem ser capazes de induzir protecdo atraves da producdo de anticorpos soro-especificos,
que por sua vez, podem atuar contra polissacarideos capsulares do GBS, prevenindo tanto a forma
precoce, quanto a forma tardia da doenca, além de levar a inducdo de uma resposta celular que pode
influenciar na melhor protecdo do hospedeiro (BAKER, 1976).

Vacinas conjugadas contendo os cinco principais sorotipos de GBS (la, Ib, 11, 11l e V) mostram-
se vantajosas, podendo prevenir em até 85% a infeccdo causada pelo S. agalactiae em RNs com idade
inferior a 3 meses. Em uma andlise realizada com base na comparacao de diferentes estratégias em
gestantes: (i) sem intervenc&o, (ii) intervencdo vacinal com GBS, (iii) intervencdo com profilaxia
antibidtica e (iv) intervencdo com vacinacdo mais profilaxia antibiotica, revelou que a vacinagdo com
GBS pode prevenir até 54% dos casos infantis de GBS, quando comparada ao grupo que ndo recebeu
intervencdo, sugerindo, assim, que a vacinacao pode ser a solugcdo mais eficaz para a diminuicao das
taxas de doengas infantis por GBS, além do baixo custo (KIM et al., 2014).

E possivel notar que o GBS é amplamente distribuido em diferentes regides do mundo, o que
leva a uma real necessidade da implementacdo de novas medidas de prevencdo, assim como a
vacinacao, que visa minimizar a infeccdo pelo GBS em gestantes, prevenindo a ocorréncia de doengas
neonatais, principalmente a sepse, meningite e pneumonia.

Até o presente momento, ensaios clinicos com vacinas destinadas ao GBS estdo sendo
realizados com uma vacina trivalente (la, Ib e I11) e outra pentavalente (la, Ib, I1, Il e V) conjugadas
ao polissacarideo de GBS, que estdo em fase 1b/2 e fase 1, respectivamente (MADHI, 2017; LIN,
2018). Além disso, com a descoberta de novos antigenos de superficie como alvos vacinais, grupos
de pesquisadores passaram a focar na abordagem vacinal com proteinas, ndo sé pela sua facil produgéo,

mas também por se mostrarem imunologicamente vantajosas, ao serem mais acessiveis as células de



defesa, induzindo uma resposta imune de maior duragdo, mais eficiente e protetora contra infecgdes
causadas pelo patogeno (NUCCITELLI et al., 2015).

Dentre os diferentes tipos de imunizantes conhecidos, vacinas de DNA podem ofecer vantagens
em relagcdo as vacinas convencionais, que utilizam proteinas ou carboidratos em sua composicao.
Dentre as vantagens, pode-se incluir a facil manipulacao e obtencdo, com producao em larga escala;
resultando em formulacGes vacinais economicamente mais viaveis, pois geralmente requerem apenas
um passo de clonagem do inserto ao vetor, sem a necessidade de purificacdo da proteina, reduzindo
ainda mais os custos e o tempo de fabricacdo. Além disso, por serem mais estaveis a temperatura
ambiente e ao calor, estas vacinas requerem uma cadeia de transporte mais barata, sem a necessidade
de refrigeracdo e, ainda, o antigeno codificado pela vacina de DNA pode ser apresentado tanto pelo
MHC | ou MHC I, resultando na ativacao de células TCD4+ e TCD8+ ¢, logo, induzindo a ativacéo
de reposta imunologica humoral e celular (LIU, 2011; L1, 2016).

1.4. Poliaminas

Estudos sobre as poliaminas tiveram seu inicio no século XVII, mais precisamente em 1678,
quando o pesquisador holandés Antonie van Leeuwenhoek, a pedido da instituicdo cientifica The
Royal Society, fundada no ano de 1660 em Londres, para que 0 mesmo fizesse uma analise do sémen
humano (URIEL, 2010).Sendo assim, a partir de seu microscopio, ainda primitivo, Leeuwenhoek
realizou uma analise de amostras ndo frescas de fluido seminal, observando que ap0s varios dias, pode
notar que agregados de cristais eram formados (LEEUWENHOECK, 1678). Porém, somente em 1924
— 250 anos ap0ds a descoberta de Leeuwenhoek, Rosenhein, em seus experimentos, trouxe a tona a
correta estrutura das poliaminas, que logo foram sintetizadas quimicamente (ROSENHEIM, 1924;
DUDLEY etal., 1926).

Devido sua ampla gama de acdo sobre as células, as poliaminas vém se tornando alvo de
diversos estudos, a fim de elucidar ainda mais seus aspectos bioldgicos, bem como sua relagdo com
determinadas doencas. As poliaminas sdo produtos derivados do catabolismo da arginina (aminoacido
polar basico de carga positiva). Existe uma grande variedade de poliaminas biolégicas, cada uma com
sua respectiva formula quimica (tabela 1), porém dentre os constituintes mais comuns das poliaminas
pode-se destacar a espermina, espermidina e putrescina, seguidas pela cadaverina (RAMANI, 2014;
MILLER-FLEMING et al., 2015). S&o moléculas alifaticas nitrogenadas de baixo peso molecular;
com dois ou mais grupamentos amino (-NH2); se apresentam como polications flexiveis, com 2, 3 ou

4 cargas positivas; valores de pK entre 8,3 a 10,9; ubiquas e conservadas em todas as espécies vivas



procarioticas e eucarioticas (com excecdo da Methanobacteriales e Halobacteriales, da ordem de
Archea) (L1U, 2017; BENCINI, et al., 1999).

As poliaminas se ligam a uma diversidade de moléculas de cargas negativas, assim como DNA,
RNA, ATP, e algumas proteinas e fosfolipideos, ou seja, sdo compostos essenciais a sobrevivéncia da
célula, atuando no crescimento, diferenciacdo, desenvolvimento e proliferacdo celular, imunidade,
apoptose, acao de migracgdo das células, regulacdo de genes, estabilizacdo da molécula de DNA, além
de participar da sintese de acidos nucléicos e proteinas (BAE, 2018; SCHIPPER, 2000).

As poliaminas, sdo sintetizadas, catabolizadas e transportadas de acordo com o requerimento
da célula. A fonte primaria das poliaminas é derivada predominantemente do aminoacido ornitina e
metionina, enquanto arginina e lisina servem como fonte secundaria a esses metabolitos (MILLER-
FLEMING, et al., 2015). Em suma, a biossintese inicia-se com a produc¢do de putrescina, a partir da
descarboxilacdo da ornitina, pela acdo da enzima ornitina descarboxilase. A espermidina é sintetizada
a partir da putrescina, e a espermina a partir da espermidina, gracas a adicdo de grupamentos
aminopropil, atraves da acdo de descarboxilacdo de s-adenosilmetionina pela enzima s-
adenosilmetionina descarboxilase (IGARASHI, K, 2010; WANG, 2012; GREENE, 2013).



Nome Férmula Quimica
Diaminopropano NH,(CH,):NH,
Putrescina NH>(CH,)sNH,
Cadaverina NH,(CH,)sNH,
Norespermidina NH,(CH,)sNH(CH,)sNH,
Espermidina NH,(CH,)sNH(CH,)sNH,
Aminopropilcadaverina NH2(CH;):NH(CH;)sNH,
Homoespermidina NH,(CH,):NH(CH,)sNH,
Norespermina NH,(CH,)sNH(CH,):NH(CH,);NH,
Termoespermina NH2(CH,)sNH(CH,);NH(CH,):NH,
Aminopentilnor-
espermidina NH2(CH;)sNH(CH2):NH(CH)sNH;
Espermina NH2(CH,)sNH(CH,)sNH(CH,):NH,
Bis(aminopropil)-
cadivaring NH2(CH_)sNH(CH_2)sNH(CH:)sNH;
Aminopropilhomo-
'esg;"‘:"i i NH,(CH,)sNH(CH,)sNH(CH,):NH.
Canavalmina NH,(CH,){NH(CH,):NH(CH,):NH,
Homoespermina NH,(CH,){NH(CH,);,NH(CH,):NH,
Caldopentamina NH,(CH,):NH(CH,):NH(CH,);NH(CH,):NH,
Aminopropilcanavalmina NH,(CH,)sNH(CH;)sNH(CH,):NH(CH,):NH,

Bis(aminopropil)homo-
espermidina
Bis(aminobutil)no-
respermidina

NH,(CHa)sNH(CH,):NH(CH2).NH(CH,):NH,

NH;(CH_):NH(CH_)sNH(CH_;);NH(CH_).NH,

Aminobutilcanavalmina NH2(CH2)sNH(CH2):NH(CH,)sNH(CH,):NH,
Ami ilhomo-

ol NH;(CH;);NH(CH):NH(CH2):NH(CH.):NH,

Homopentamina NH2(CH2)sNH(CH2)sNH(CH,):NH(CH,):NH,

— -
R - NHz(CH2):N(CHz)NH; )(CH2)NH(CHz)NH;
Caldohexamina NH,(CH,);NH(CH,):NH(CH,);NH(CH,):NH,(CH,):NH,
Homocaldohexamina NHz(CH2)3N H(CH2)3NH(CH2)3NH(CH2)3NHz(CH2)4NH2
Termohexamina NH2(CH2)3NH(CH2)3NH(CH2)3NH(CH2)4NHz(CHz)gNHz
Homotermohexamina | NH,(CH,);NH(CH,);NH(CH,):NH(CH,);NH,(CH,):NH,
Agmatina NH,C(NH)NH(CH,):NH,
N°-metilagmatina NH,C(NCH3)NH(CH,):NH,
Tabela 1. Exemplos de poliaminas bioldgicas e suas respectivas formulas quimicas.

1.4.1. Sistema de transporte de poliaminas Pot como antigeno vacinal

Além do mecanismo de biossintese, as bactérias possuem quatro genes que S0 responsaveis
pela captacdo de poliaminas extracelulares (SHAH, 2008), os quais encontram-se arranjados no operon
potABCD (figura 3), pertencendo assim a uma das maiores familias de transportadores ativos celulares
do tipo ABC (ATP Binding Cassettes). A Proteina Transportadora de Poliaminas D (PotD) encontra-
se exposta na superficie da bactéria, com peso molecular de aproximadamente 39 kDa (FURUCHI, et
al., 1991; SHAH, 2006).



citoplasma

ATP ADP + P, ATP ADP + P

Figura 3. Esquematizagdo do sistema de transporte ABCD de poliaminas em bactérias Gram-positivas. PotA
encontra-se no dominio intracelular, fornecendo energia ao complexo; PotB e PotC, localizam-se no espago periplasmatico,
portando-se como proteinas transmembrana, logo, servindo de canal para a passagem das moléculas; PotD, atua como
captadora de poliaminas, as quais passaram pelo canal formado pela PotB e PotC. Fonte: Shah and Swiatlo, 2008.

Analises realizadas em Escherichia coli, detalnham cada componente deste sistema, onde
prediz-se que a proteina PotA fornece energia ao complexo, por localizar-se intracelularmente. PotB e
PotC, atuam como uma espécie de canal de entrada das poliaminas para o dominio intracelular, pois
se comportam como proteinas transmembrana. E, por fim, a proteina PotD, encontra-se localizada mais
extracelularmente ao sistema, possuindo sitios de ligacdo para putrescina e espermidina, o que faz da
PotD uma proteina captadora de poliaminas do meio extracelular para o meio intracelular (IGARASHI,
2001; SHAH, 2011).

Alguns estudos vacinais utilizando a proteina PotD de Streptococcus pneumoniae demostram
a sua relevante capacidade na protecdo de camundongos colonizados pelo pneumococo, induzindo
resposta imunolégica e colocando-a como um potencial candidato antigénico para compor uma vacina
(SHAH, 2006; CONVERSO, 2017). Devido a caréncia de estudos utilizando a PotD de S. agalactiae,
este trabalho baseia-se em correlatos voltados a utilizagdo de estratégias que abordem vacinas de DNA
em modelos experimentais contra a infecgcdo pelo Streptococcus pneumoniae, fornecendo assim, dados
que possam servir de caminho para o entendimento da utilizacio da PotD como um potencial candidato
vacinal no combate a infeccéo pelo GBS.

Shah (2006), demostrou o potencial protetivo da imunizacdo com a PotD recombinante
purificada contra a infecgéo pelo Streptococcus pneumoniae, em modelo animal, sendo consistente aos
achados de Converso et al. (2017), que observou a eliminagdo da bactéria por fagocitose, além da
inducdo de uma resposta celular, com producéo de IL-17, a qual aparentemente exerceu papel na
reducdo da colonizagéo. Portanto, a PotD parece apresentar-se como um potencial candidato vacinal,



devido sua capacidade em induzir resposta de anticorpos especificos, sem aparente reacdo cruzada
com outras proteinas de pneumococos.

Para a elaboracdo de uma vacina é preciso atentar-se quanto a sua estabilidade e seguranca,
além de sua eficacia. Gragas aos avangos da biotecnologia moderna, novas medidas vém sendo
estudadas para a descoberta de novos antigenos, adjuvantes e vetores ou sistemas de entrega, para que
seja possivel avaliar a resposta imunoldgica através da vacinacdo em sistemas hospedeiros (REIS et
al., 2009; DINIZ, 2010; GERMAIN, 2010). Portanto, a vacinagdo atua diretamente na protecdo
individual e coletiva de doencas imunoldgicas que podem ser prevenidas, de forma a controlar ou até
mesmo erradicar a transmissdo (MINISTERIO DA SAUDE, 2001).

7. CONCLUSAO

A vacina de DNA, utilizando a PotD de GBS-V como antigeno alvo, pdde ser construida,
analisada e testada em modelo animal, como uma nova abordagem de protecédo contra o GBS.

Os resultados obtidos até o presente momento sugerem que a vacina de DNA, utilizando o gene
potD de GBS-V, possui potencial para gerar resposta imunoldgica detectavel em apenas 20 dias ap6s
administracdo de uma Unica dose, quando comparada com o grupo controle.

Anélises futuras, de amostras obtidas pds imunizacdo, poderiam explorar ainda mais o papel
protetor da vacina desenvolvida contra o0 GBS.

Os dados da analise das demais doses ndo puderam ser analisados devido a instabilidade da
proteina PotD de GBS em ser purificada. Com isto, uma melhor atencdo deve ser dada para a PotD,
quanto aos seus métodos de purificacao.
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