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RESUMO

FIGUEIREDO, D. B. Desenvolvimento e producdo de uma nova vacina
pneumococica de nanoparticulas formulada para administracdo em pé por via
pulmonar. 2019. 208 p. Tese (Doutorado em Biotecnologia) - Instituto de Ciéncias
Biomédicas, Universidade de S&o Paulo, Séo Paulo, 2019.

Doencgas pneumocdcicas sdo a principal causa de 6bitos entre criangcas menores de 5
anos em todo o mundo. Dado o crescente numero de cepas de Streptococcus
pneumoniae resistentes a antibioticos, a vacinacao € a forma mais eficiente de prevenir
doencas causadas por esta bactéria. Embora existam varias vacinas pneumocaocicas no
mercado, todas sdo baseadas no polissacarideo capsular do pneumococo. Estas
vacinas tém cobertura limitada, j& que é inviavel incluir os polissacarideos dos mais de
90 sorotipos diferentes de S. pneumoniae, e promovem a substituicdo de sorotipos na
populacao por aqueles ndo cobertos pela vacina. Uma alternativa que contornaria este
problema seria a producéo de vacinas baseadas em antigenos conservados entre todos
0s sorotipos. Destes, proteinas de S. pneumoniae tém se mostrado candidatas
promissoras. O objetivo deste trabalho é produzir e avaliar in vitro e in vivo uma vacina
pneumocdcica composta por proteinas de S. pneumoniae carregadas em
nanoparticulas poliméricas visando a imunizacdo pela via pulmonar. As proteinas
escolhidas foram a pneumolisina geneticamente detoxificada (PdT), e um fragmento da
proteina A de superficie do pneumococo do clado 4 (PspA4Pro). O gene da PdT foi
expresso em Escherichia coli e a proteina produzida foi reconhecidas por anticorpos
produzidos contra a célula inteira de pneumococo via western blot. Estoques produtores
de PdT foram preparados para experimentos futuros. A PspA4Pro foi purificada através
da lise da biomassa em homogeneizador de alta pressdo, precipitacdo de
contaminantes com detergente catidnico, cromatografias de troca ibnica e
crioprecipitacdo em pH éacido. Ferramenta de planejamento experimental foi utilizada
para otimizar a etapa de precipitacdo com detergente. A PspA4Pro foi inserida em
nanoparticulas de poli-(glicerol adipato-co-w-pentadecalactona) (PGA-co-PDL) ou de
acido poli-(d-L-latico-glicdlico) (PLGA) produzidas com ou sem diferentes tipos de
quitosana. Estas nanoparticulas foram encapsuladas em microparticulas de L-leucina

pela técnica de spray dry. As nanoparticulas produzidas apresentaram tamanho menor



do que 200 nm, ideal para a internalizagé@o por células dendriticas, baixa polidisperséo e
baixa toxicidade. As proteinas liberadas das nanoparticulas mantiveram sua
integridade, a capacidade de ligar a lactoferrina humana e foram reconhecidas por
anticorpos anti-PspA. O ensaio de aerolizacdo das microparticulas mostraram que estas
sdo capazes de chegar as vias aéreas inferiores de humanos e ensaios in vitro
mostraram que as microparticulas foram capazes de ativar células dendriticas extraidas
da medula 6ssea de camundongos. Camundongos imunizados por via pulmonar com
duas doses das microparticulas produziram mais IgG anti-PspA do que animais
imunizados via subcutanea ou via pulmonar com PspA4Pro e tiveram taxas de
sobrevivéncia mais alta quando desafiados com S. pneumoniae. Tanto as
nanoparticulas de PGA-co-PDL quanto as de PLGA se mostraram promissoras para
serem utilizadas como veiculos para vacinas pneumocécicas dado seu potencial
adjuvante e por permitirem o transporte a seco das proteinas sem degradacdo e

mantendo sua imunogenicidade.

Palavras-Chave: Proteina A de superficie do pneumococo (PspA), pneumolisina

detoxificada (PdT), nanoparticulas, polimeros biocompativeis, vacina¢do pulmonar.



ABSTRACT

FIGUEIREDO, D. B. Development and production of a new pneumococcal
nanoparticle vaccine formulated for pulmonary powder administration. 2019. 208
p. Thesis (Ph. D. thesis in Biotechnology) - Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2019.

Pneumococcal diseases are the leading cause of death among children under 5 years of
age worldwide. Given the growing number of antibiotic resistant Streptococcus
pneumoniae strains, vaccination is the most efficient way to prevent diseases caused by
this bacterium. Although there are several pneumococcal vaccines on the market, they
are all based on the pneumococcal capsular polysaccharide. These vaccines have
limited coverage since it is unfeasible to include the polysaccharides from more than 90
different S. pneumoniae serotypes, and promote the replacement of serotypes in the
population by those not covered by the vaccine. An alternative that would circumvent
this problem would be the production of vaccines with antigens conserved among all
serotypes. Of these, S. pneumoniae proteins have been shown to be promising
candidates. The objective of this work is to produce and evaluate in vitro and in vivo a
pneumococcal vaccine composed of proteins of S. pneumoniae loaded in polymeric
nanoparticles aiming the immunization by the pulmonary route. The proteins chosen
were genetically detoxified pneumolysin (PdT), and a fragment of pneumococcal surface
protein A from clade 4 (PspA4Pro). The PdT gene was expressed in Escherichia coli
and the proteins produced were recognized by antibodies raised against the whole
pneumococcal cell via western blot. PdT-producing stocks were prepared for future
experiments. PspA4Pro was purified by lysing the biomass in a high pressure
homogenizer, precipitating contaminants with cationic detergent, ion exchange
chromatography and cryoprecipitation at acidic pH. The experimental planning tool was
used to optimize the detergent precipitation step. PspA4Pro was inserted into
poly(glycerol adipate-co-w-pentadecalactone) (PGA-co-PDL) or poly(lactic-co-glycolic
acid) (PLGA) nanoparticles produced with or without different types of chitosan. These
nanoparticles were encapsulated in L-leucine microparticles by spray dry technique. The
nanoparticles produced were smaller than 200 nm, ideal for dendritic cell internalization,
with low polydispersity and low toxicity. The proteins released from the nanoparticles

maintained their integrity, the ability to bind to human lactoferrin and were recognized by



anti-PspA antibodies. The microparticle aerolisation assay showed that they are able to
reach the lower airways of humans and in vitro assays have shown that the
microparticles were able to activate dendritic cells extracted from the mouse marrow.
Mice immunized via the pulmonary route with two doses of the microparticles produced
more anti-PspA IgG than animals immunized via subcutaneous or pulmonary routes with
PspA4Pro and had higher survival rates when challenged with S. pneumoniae. Both
PGA-co-PDL and PLGA nanoparticles have shown promise for use as carriers for
pneumococcal vaccines given their adjuvant potential and for allowing dry transport of

the proteins without degradation and maintaining their immunogenicity.

Key words: Pneumococcal surface protein (PspA), detoxified pneumolysin (PdT),

nanoparticles, biocompatible polymers, pulmonary vaccination



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. A) Representacdo esquemética dos quatro dominios da PspA nativa e da
PspA4Pro recombinante. B) Esquema da disposicao da PspA na superficie do
01011010 4 [0 T o7 Lo o AP PRRPIN 34

Figura 2: Mondmero de Ply soluvel e inserido na membrana. Estrutura de uma
subunidade da Ply inserida na membrana (A) e estrutura via raios-X da Ply
solavel (B) vistas de lado (esquerda) e do meio do poro (direita)..................... 36

Figura 3: Estrutura geral do complexo de poros Ply. (A) Mapa de microscopia crio-
eletrénica de particula Unica de Ply com resolucdo de 4,5 A com modelo
ajustado. Os quatro dominios do PLY (D1 — D4) estédo coloridos em vermelho
(D1), amarelo (D2), verde / ciano D3) e azul (D4). Insergcédo: [(-grampos
dobrados (HP1 e HP2) encaixados no mapa. Cadeias-B (em ciano) tém
reenrolado a partir de feixes de hélice em D3 da forma soluvel. (B) Secao
transversal com dimens@es gerais do complexo de poros. A barra cinza indica a
posicdo da bicamada lipidica. Insercdo: vista lateral do monémero inserido na
membrana com densidade toroidal de anfifilicos desordenados (linha tracejada).

Figura 4: Representacdo esquematica de um vetor de expressdao. MCS: Multiple cloning

site (sitio de multipla clonagem). Regido hachurada: gene da proteina desejada.

Figura 5: Rendimento de um processo de purificacdo de acordo com o numero de
etapas e a recuperagdo de cada umadelas..........ccccccceiiiiiiiiiiiiiiiiii 43
Figura 6: Divisao entre bronquio, bronquiolo e alveolos. ............ccccuvviiiiiiiiiiiiiiiiiiii, 47
Figura 7: Representagcdo esquemaética do pulméo humano e da divisdo de brénquios,
bronquiolos € aIVEOIOS. ..........ouuiiiiie e 48
Figura 8: Diagrama das ramificagcbes dos pulmdes e das camadas que formam os
tecidos pulmonares. Na direita, acima, estao representadas as células ciliadas e
a camada de muco. Abaixo esta a representacao do epitélio alveolar. ............ 49
Figura 9: Comparacao entre a estrutura e o epitélio das vias aéreas de camundongos e
08 NUMANOS ...ttt e e e e e e e e et b e e e e e e e eeeennes 53



Figura 10:

Figura 11:

Figura 12:

Figura 13:

Figura 14:
Figura 15:

Figura 16:

Figura 17:

Figura 18:

Figura 19:

Figura 20:

Representacdo esquemética de nanoparticulas de quitosana atravessando o
epitélio via transporte paracelular e transcelular ............cccccvvvvvvevviiiiiiieeennnen. 57

Producdo das nanoparticulas de PGA-co-PDL e PLGA via emulséo simples

(A) € eMUISAO0 AUPIA (B)...evvveniiieeeeeieeiiiiei e e et e e e e e e e e eeeanes 69
PspA4Pro ligada as nanoparticulas por adsorcéo (A) e por encapsulamento
(=) TSR 73
Producéo das microparticulas de L-leucina com NP pelo método de spray-dry
..................................................................................................................... 76
Impactador de Ultima Geracdo (Next Generation Impactor, NGI)................ 78

Estratégia de andlise no FlowJo. Primeiro, determinou-se a populacao total
de células, seguida pela populacdo de células individuais e de células vivas.
As células dendriticas (CD11b+/CD11c+) foram selecionadas dentre as
células vivas. Finalmente as populacdes CD40+, CD80+ CD86+ e lale+
foram medidas em cada amOSHra. .........couuuiiiiiiie e 81

Gel de agarose 0,8% com o gene da PdT amplificado. 1) Padréo, 2) PdT - 2

MM MgSO4 e 3) PAT - 3,5 MM MgSO4....uuuiiiiiiiiieieiiiiiiiiieeeee e 86
Gel de agarose 0,8% do pGEM-T vazio e transformado com o gene da PdT
..................................................................................................................... 87

Gel de agarose 0,8% mostrando o mapa de restricdo do pGEM-T carregando
0 gene da PdT e do pET-28a. 1) Padréo, 2) Digestdo pGEM-T-PdT com Eco
RI, 3) Digestdo pGEM-T-PdT com Nco |, 4) Digestdo pGEM-T-PdT com Xho
I, 5) Digestdo dupla do pGEM-T-PdT com Nco | e com Xho |, 6) Digestéo
PET28 com Nco |, 7) Digestdao pET28 com Xho I, 8) Digestdo pET28 com
N (oo T = T | S 87
Crescimento celular dos clones selecionados de E. coli BL21(DE3) pET28-
PdT para avaliar a produg@o de PdT ... 88
SDS-PAGE 12% das amostras dos cultivos para escolha do clone produtor
de PdT em E. coli BL21(DE3). 1: Clone 1 Induzido; 2: clone 1 ndo-induzido;
3: clone 2 induzido; 4: clone 2 n&o-induzido; 5: padrdo de massa molecular;
6: clone 3 induzido; 7: clone 3 ndo-induzido; 8: clone 4 ndo-induzido; 9: clone

4 induzido. As flechas indicam a banda correspondente a PdT. .................. 88



Figura 21: Western blot das amostras dos cultivos para escolha do clone produtor de
PdT em E. coli BL21(DE3). 1: clone 1 nao-induzido; 2: clone 1 induzido; 3:
clone 2 ndo-induzido; 4: clone 2 induzido; 5: clone 3 ndo induzido; 6: clone 3
induzido; 7: clone 4 ndo-induzido; 8: clone 4 induzido. .........cccccevvvvvviienennnnn. 89
Figura 22: Graficos de Pareto mostrando a influéncia de cada variavel nos diferentes
parametros da etapa de clarificacdo da PspA4Pro. A) Remocéo de proteinas
totais, B) Remocéo de polissacarideos; C) Remocao de acidos nucleicos; D)
Recuperacédo da PspA4Pro; E) Pureza da PSPA4APIO ......oooooevvvvviiiiiiieeee 92
Figura 23: Gréfico de Pareto e correlacdo entre valores preditos e experimentais dos
ensaios do DCCR para a pureza da PspA4Pro. X1 corresponde a
concentracdo de CTAB, X2 a concentracdo da biomassa e X3 a agitacdo.. 94
Figura 24: Superficies de resposta da pureza da PspA4Pro em funcdo de: concentracao
de CTAB (X1) x concentracdo de biomassa Umida (X2); concentracdo de
CTAB x agitacao (X3) e concentracdo da biomassa Umida x agitacdo. A cor
laranja representa a MaiOr PUMEZA.........uuuiieeeeeeieeeiiiiee e e e eeeeeeeatie e e e e eeeeeeaanns 95
Figura 25: Grafico de Pareto e correlacdo entre valores preditos e experimentais dos
ensaios do rotacional para a recuperacao da PspA4Pro. X1 corresponde a
concentracdo de CTAB, X2 a concentragdo da biomassa Umida e X3 a
=16 |1 7= Vo3 [0 B PP 97
Figura 26: Superficie de resposta do aumento da recuperacédo da PspA4Pro em funcéo
de: concentracdo de CTAB (X1) x concentracdo de biomassa Umida (X2);
concentracédo de CTAB x agitacdo (X3) e concentracdo de biomassa umida x
=16 |1 7= o3 [0 B PP 98
Figura 27: Gréfico de Pareto e correlagdo entre valores preditos e experimentais dos
ensaios do rotacional para a reducéo de &cidos nucleicos. X1 corresponde a
concentragéo de CTAB e X2 a concentracdo da biomassa. .........cccccceeeeeeee. 99
Figura 28: Superficie de resposta do aumento da reducdo de Acidos Nucleicos em
funcdo da concentracdo de CTAB x concentragao da amostra.................... 99
Figura 29: Gréfico de Pareto e correlagdo entre valores preditos e experimentais dos

ensaios do rotacional para a reducdo de polissacarideos totais. X1



corresponde a concentracdo de CTAB, X2 a concentragdo da biomassa e X3
oI (0 | = L2 Lo TP PP PTTR P 101
Figura 30: Superficie de resposta do aumento da recuperacao da PspA4Pro em funcéo
de: concentracdo de CTAB x concentracdo da amostra; concentracdo de
CTAB x agitacao e concentracdo da amostra X agitacao. .............cceeveeeennns 102
Figura 31: Ruptura celular das biomassas produtoras de PSpPA4Pro............ccccuvveeeee 104
Figura 32: Liberacédo da PspA4Pro adsorvida nas NP de PGA-co-PDL durante 24 h.114
Figura 33: Liberacdo da PspA4Pro encapsulada nas NP de PGA-co-PDL durante 24 h

Figura 34: Liberagdo da PspA4Pro adsorvida nas NP de PLGA durante 24 h............ 115
Figura 35: Liberacdo da PspA4Pro encapsuladas nas NP de PLGA durante 24 h .....116
Figura 36: SDS-PAGE 12% da PspA4Pro liberada das NP de PGA-co-PDL. A)
PspA4Pro adsorvida. 1: PspA4pro controle; 2: Padao de peso molecular; 3 e
4: NP com HCI-CS pH 7,0; 5 e 6: NP com CM-CS pH 4,0; 7 e 8: NP com
CMC-CS pH 7,0; 9 e 10: NP sem quitosana pH 7,0; 11 e 12: NP sem
quitosana pH 7,0. B) PspA4Pro encapsulada. 1: Padrdo de peso molecular;
2: PspA4Pro controle; 3 e 4: NP com CM-CS; 5 e 6: NP com HCI-CS; 7 e 8:
NP SEM QUITOSANA ..o 117
Figura 37: Reconhecimento da PspA4Pro liberada das NP de PGA-co-PDL com

proteinas adsorvidas (A) e encapsuladas (B) por anticorpos anti-PspA4Pro

Figura 38: Reconhecimento da PspA4Pro liberada das NP de PLGA com proteinas
adsorvidas (A) e encapsuladas (B) por anticorpos anti-PspA4Pro............. 119
Figura 39: Ensaio de ligacdo a lactoferrina da PspA4Pro liberada das NP de PGA-co-
PDL com proteina adsorvida (A) ou encapsulada (B) ............cccevvvvieeeeeennn. 120
Figura 40: Ensaio de ligag&o a lactoferrina da PspA4Pro liberada das NP de PLGA com
proteina adsorvida (A) ou encapsulada (B) ........cccccvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeee, 121
Figura 41: Viabilidade de células dendriticas JAWS Il na presenca de concentracdes
crescentes de NP de PLGA e de PGA-CO-PDL ........ccoovvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeee, 123
Figura 42: Deposicao das NCMP de PGA-co-PDL nas placas do NGI. A) PGA-co-PDL
sem quitosana, B) PGA-CO-PDL HCI-CS.........ccccooiiiiiiiieee e 125



Figura 43:

Figura 44:

Figura 45:

Figura 46:

Figura 47:

Figura 48:

Figura 49:

Deposicdo das NCMP de PLGA nas placas do NGI. A) PLGA sem quitosana,
B) PLGA HCI-CS ..ottt 126

Efeito da presenca das NCMP contendo diferentes formulacbes de NP,
produzidas por emulsdo simples, com e sem PspA4Pro adsorvida, na
ativacdo de células dendriticas da medula 6ssea de camundongos. A) % CD
CD40+ B) MFI CD40, C) % CD CD80+ D) MFI CD80, F) % CD CD86+ G)
MFI CD86, G) % CD lale+ H) MFI lale. Diferencas estatisticamente
significativas com o grupo controle sem estimulo estdo indicadas (One-way
ANOVA, pOS-teste de TUKEY). ..ccooiiiiiiiiiiieiee ettt 128

Efeito da presenca das NCMP contendo diferentes formulacbes de NP,
produzidas por emulsdo dupla, com e sem PspA4Pro encapsulada, na
ativacdo de células dendriticas da medula 6ssea de camundongos. A) % CD
CD40+ B) MFI CD40, C) % CD CD80+ D) MFI CD80, F) % CD CD86+ G)
MFI CD86, G) % CD lale+ H) MFI lale. Diferencas estatisticamente
significativas com o grupo controle sem estimulo estdo indicadas (One-way
ANOVA, pOs-teste de TUKEY). ....ciiiieeiiiiieiie e 130
Titulo de IgG anti-PspA4Pro no soro de animais imunizados com PspA4Pro
(2 pg) e diferentes formulacbes de NCMP (sem PspA4Pro ou com 2 ug de
PspA4Pro). A) Titulo apés uma dose; B) Titulo apds duas doses. Diferencas
estatisticamente significativas com o grupo controle salina-pulmonar estéo
indicadas (One-way ANOVA, pds-teste de TUKEY)........ccoovvvvrveiieiieeeeeeennnnn, 132
Razao entre os titulos de IgG1 e IgG2a no soro de animais imunizados com
duas doses de PspA4Pro (2 pg) e diferentes formulacdes de NCMP ........ 133
Titulo de IgG anti-PspA4Pro no soro de animais imunizados com PspA4Pro
(6 pg) e diferentes formulacbes de NCMP (sem PspA4Pro ou com 6 pg de
PspA4Pro). A) Titulo apdés uma dose; B) Titulo apés duas doses. Diferencas
estatisticamente significativas com o grupo controle salina-pulmonar e

PspA4Pro-pulmonar estédo indicadas (One-way ANOVA, pés-teste de Tukey).

Razao entre os titulos de IgG1 e IgG2a no soro de animais imunizados com
PspA4Pro (6 ug) e diferentes formulacées de NCMP ............ccoevvvviiiineeennn. 135



LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Vacinas pneumococicas atualmente €M USO .........cuvveiiiieeeeeeeeeviiiiiiieeeeeeeennnnns 31
Tabela 2: Estratégia geral para otimizacdo de um processo através do planejamento de
EXPEIMENTOS ...ttt ittt et ettt ettt ettt ettt e et e e e et et e e e e e e e e eeeeeeeeeeeeeees 44
Tabela 3: Comparacdo entre as vias respiratérias de humanos e outros animais
utilizados em 1aboratorio............cuvviiiiiiiiiiii 52

Tabela 4: Primers utilizados na amplificacdo do gene da PdT a partir do

plasmideo pET-28+PSPA-PAT .....oooiiiiiiii e 60
Tabela 5: Descricdo das condigbes dos ensaios da matriz Plackett& Burman de 12
ENSAIOS = PBL2 ..ottt 64

Tabela 6: Descricdo das condi¢des dos ensaios da matriz do DCCR 23 com 6 pontos
aXialS € 3 PONLOS CENTIAIS ....evvviviiiiiiiiiiiiieiieiee ettt ettt et et e et e e e e e e e e eeeeeeeeeeeees 65

Tabela 7: Parametros utilizados para determinar a eficiéncia do processo de purificagéo

Tabela 8: Condi¢cdes de preparacdo das NP por emulséo simples de 6leo em agua ....70
Tabela 9: Esquema de imunizacao para o desafio com S. pneumoniae no experimento
1. As massas de NCMP listadas correspondem a quantidade de NCMP que
CONtEM 2 UG A€ PSPAAPIO... ..o 82
Tabela 10: Esquema de imunizacao para o desafio com S. pneumoniae no experimento
2. As massas de NCMP listadas correspondem a quantidade de NCMP que
CONEM 6 UG 0€ PSPALPIO.....ceiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt 83
Tabela 11: Cronograma dos experimentos de imunizagdo com as NCMP e desafio letal
com cepa virulenta de PNEUMOCOCO ..........veeviiriiieeeiiiiieee et e e eetin e e e eaneeaeens 83
Tabela 12: Resultados da etapa de clarificacdo obtidos para os 12 ensaios (PB1-12) e
os 3 pontos centrais (PC1-3) realizados de acordo com as condi¢des
definidas na matriz PB12 mostrada na Tabela 5...........cccccooeeiii i, 90
Tabela 13: Resultados da etapa de clarificagéo obtidos nos ensaios do DCCR 23 com 6
pontos axiais e 3 pontos centrais realizados de acordo com as condi¢cdes

MOSIradas NA TaADEIA B. ... e 93



Tabela 14: Calculo de regressdo e teste Anova para determinar a influéncia das
variaveis concentracdo de CTAB, concentracdo de biomassa e agitacdo na
pureza da PspA4Pro apods a etapa de Clarificac8o. ...........ccceevvvveeiiiieeeeeennnns 94
Tabela 15: Célculo de regressdo e teste Anova para determinar a influéncia das
variaveis concentracdo de CTAB, concentracdo de biomassa e agitacdo na
recuperacdo da PspA4Pro apos a etapa de Clarificagao. ........ccccccevvvvvveeennnn. 96
Tabela 16: Célculo de regressdo e teste Anova para determinar a influéncia das
variaveis: concentracdo de CTAB e concentracdo de biomassa na remocao
de &cidos nucleicos ap0s a etapa de Clarificagao..........ccceevvvveveeviiiiiiiiieennnnnn. 99
Tabela 17: Calculo da regressdo e teste Anova para determinar a influéncia das
variaveis concentracdo de CTAB, concentracdo de biomassa e agitacdo na
remocao de polissacarideos ap0s a etapa de Clarificacdo. ........................ 101
Tabela 18: Condicdes simuladas para otimizacdo da clarificacdo com base nas
equacdes geradas pelo modelo do DCCR .......oovvviiiiiiiiiiieceiiee e 103
Tabela 19: Resultados experimentais dos ensaios realizados de acordo com as
condicBes preditas como 6timas pelo modelo obtido do DCCR.................. 103
Tabela 20: Tabela de purificagdo PspA4Pro empregando a clarificagdo com 0,1%CTAB
e 100 g/L biomassa Umida (PUurificagcao 1) ........ccccceeeriiiiiiiiiiiiieee e 105
Tabela 21: Caracteristicas das NP obtidas pelo método de emulsao simples a partir de
cada formulacao produzida .............euuuiiiiii e e 108

Tabela 22: Caracteristicas das NP produzidas por emulsdo simples com diferentes

concentragfes de HCI-CS ...ttt 109
Tabela 23: Caracteristicas das NP produzidas por emulsdo simples com diferentes
concentragcies de CM-CS ... 110
Tabela 24: Caracteristicas das NP produzidas por emulsao dupla quando HCI-CS e CM-
CS séo adicionadas as formulagies .............ceevvvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiieeeeeeeeee 111
Tabela 25: Adsor¢éo e encapsulamento da PSpA4Pro nas NP .........ooovvviiiiiiiieeneennnns 112
Tabela 26: Recuperagéo das NCMP produzidas por spray-ary .........cccevveenieeeeeeeennns 124

Tabela 27: Aerolizag@0o in Vitro das NCMP ........oouuiiiiiiiiieeii e 125



Tabela 28: Numero de animais sobreviventes e taxa de sobrevivéncia apos desafio letal
com S. pneumoniae ATCC 6303. Camundongos Balb/c foram imunizados
COM 2 UG A€ PSPAAPIO.....ciiiiiii e 136
Tabela 29: Numero de animais sobreviventes e taxa de sobrevivéncia apés desafio letal
com S. pneumoniae ATCC 6303. Camundongos Balb/c foram imunizados
COM 6 PG A€ PSPAAPIO.....uuiiiiii e eeaees 137
Tabela 30: Sequéncia de aminoacidos da PdT ..........cccooiiiiiiiiiiiii e 166

Tabela 31: Composicdo em porcentagem de aminoacidos da PdT ............ccooeeeeveennn, 166



LISTA DE EQUACOES

EqQuagao 1 - Proteinas totais..........ccouiniiiii i 68
EQUACA0 2 - PUIreza PSPAAPTO. ... 68
Equacao 3 - Quantidade de PSPAAPIO. ... 68
Equacédo 4 - Recuperacao geral de PSPAAPIO........ccoiiiiii e 68
Equacédo 5 - Recuperacao por etapa de PSPAAPIO........cooiiiiiiiiii i, 68
Equacao 6 - Fator de purificacao geral......... ..o 68
Equacédo 7 - Fator de Purificag@o por etapa..........c.ccovieiieiiiiiiiiii e 68
Equacao 8 — Eficiéncia da ligacdo de PspA4Pro as nanoparticulas..............cccccvvvnnnee. 73
Equacdo 9 — Dose de particulas fiNas..........c.ueeiiiiiiiiiiiiiie e 79
Equacdo 10 — Fracao de particulas fiNas.........cccoeeeieieiiiiiiiiiieeee e 79
Equacéo 11 — Modelo de pureza da PspA4Pro na etapa de Clarificacao...................... 95
Equacédo 12 — Modelo de recuperacéo de PspA4Pro na etapa de Clarificacéo............. 97
Equacédo 13 — Modelo de remocéo de &cidos nucleicos na etapa de Clarificacéo......... 99

Equacao 14 — Modelo de remocéo de polissacarideos na etapa de Clarificacao......... 102



LISTA DE SIMBOLOS E ABREVIATURAS
BCG — Bacillus Calmette-Guérin
BSA — Bovine Serum Albumin
C1g — Componente do Complemento 1q
Clear coli — cepa de E. coli produtora de LPS modificado
CDC - Citolisinas dependentes de colesterol
CM-CS - Carboximetil quitosana
Crio-pH4,0 — Crioprecipitado em pH 4,0
CTAB - cetyltrimethylammonium bromide
DC — Dendritic Cells (Células Dendriticas)
DCCR - Delineamento composto central rotacional
DCM - Diclorometano
DFP — Dose de particulas finas
DMSO - Dimetil sulféxido
DO492 — Densidade otica a 492nm
DO600 — Densidade otica a 600nm
DOX — Cloridrato de Doxorubicina
EDTA - Ethylenediaminetetraacetic acid
ELISA — Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
EMA — European Medicines Agency
FACS — Citometro de Fluxo
FDA — Food and Drug Administration
FPF — Fracdo de particulas finas
GM-CSF - Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor
g-PGA — Acido poli-(gama-glutamico)
HCI-CS — cloridrato de quitosana
HPLC — High-performance liquid chromatography

IFN-y — Interferon gamma



IgA — Imunoglobulina A

IgG — Imunoglobulina G

[I-4 — Interleucina 4

[I-6 — Interleucina 6

IPTG - Isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside

JAWS Il — linhagem comercial de células dendriticas

LB — lysogeny broth

Lc — Leito cromatografico

LPS — Lipopolissacarideo

MFI — Mediana da fluorescéncia das células marcadas

MHC — Complexo de histocompatibilidade maior

MMAD - Diametro mediano aerodinamico de massa

MOC — Micro Orifice Colector

m/v — Massa/Volume

mS/cm — Millisiemens/centimetro

MTT — Brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-dimetiltetrazolio
NCMP — Nanocomposite microparticles (microparticulas nhanocompostas)
NGI — Next Generation Impactor

NP - Nanoparticula

OPD - o-phenylenediamine dihydrochloride

PB12 — Matriz Plackett & Burman de 12 ensaios mais 3 pontos centrais
PBS — Phosfate-Buffered Saline

PBS-T — Tampao PBS com Tween 20

PCR - Polymerase chain reaction

PCV7 — Vacina pneumocécica conjugada 7-valente

PCV10 — Vacina pneumocoécica conjugada 10-valente

PCV13 — Vacina pneumocécica conjugada 13-valente

PDI — indice de polidisperséo



PdT — Pneumolisina geneticamente detoxificada

PEG - Polietilenoglicol

PGA-co-PDL - Poli-(glicerol adipato-co-w-pentadecalactona)
PhtD — Proteina da triade de histidina D

PhtE — Proteina da triade de histidina E

pl — Ponto isoelétrico

PLG - poli-(d-L-lactideo-co-glicolideo)

PLGA — Acido poli(d-L-latico-glicélico)

Ply — Pneumolisina

PlyD1 — Mutante da Ply

Plym — Mutante da Ply

PMSF - phenylmethylsulfonyl fluoride

PotD — Proteina transportadora de poliaminas

PPS23 — Vacina pneumocécica composta por de polissacarideos 23-valente
PS — Polissacarideo

PsaA — Adesina A de superficie do pneumococo

PspA — Proteina A de superficie do pneumococo

PspA4Pro — Fragmento da PspA do clado 4 contendo a regido de a-hélice e parte da
regido rica em prolina

PspC — Proteina C de superficie do pneumococo

PVA — Alcool polivinilico

RPMI — Méio Roswell Park Memorial Institute

SDS-PAGE - Eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil-sulfato de sédio
TCDA4+ — Linfocito T CD4+

TCD8+ — Linfocito T CD8+

TNF-R — Fator de necrose tumoral

TFA — Trifluoroacetic acid

THY — Meio Todd-Hewitt com extrato de levedura

TLAB — Tecido linfoide associado aos bronquios



TLAM — Tecido linféide associado a mucosas
UFC — Unidades formadoras de colonia

VC — Volume de coluna

v/v — Volume/volume

@ - Diametro



1.
2.

3.
4.

SUMARIO

INTRODUGAO E JUSTIFICATIVA ..ottt ettt ets et sttt ssssesessssssese s esssesensssssesessssesessssssenns 25
REVISAO BIBLIOGRAFICA........cocviveiiieeicte ettt sttt bt b s es s b b e s e s s s 28
2.1, StreptOCOCCUS PNEUMONIAE ......uuuuuueunueniiiniiii s ssnsnsssnnnn 28
2.2. Do0engas PNEUMOCOCICAS € VACINAS ...uuvieireurieeiririeeeerititeesssrteeessaseeeesssseeeesssseeeessasseessassseesssseesssnns 29
2.3.  Proteinas do pneumococo com potencial vacinal ...........cceeeivciiiiiiiiiie e 31
2.3.1. Proteina A de superficie do PNEUMOCOCO ........ceceiiuiiieiciiiee et eetee e e e e e e 33
2.3.2. Pneumolising destoXificada.........cueiiiiiieiiiiii e 35
2.4, Producdo de antigeN0S PrOtEICOS. .......uiiiicuiieeeeciieeeeciteeeeectteeeeectteeeeetteeeeeettaeeeesstaeeeeastaeeesassenaeanns 39
2.4.1. Sistemas de clonagem e expressao de genes heterdlogos em E. €Oli.......cuuevevuveeieccinennns 39
2.4.2. Purificacdo de DioprodULOS .......cccciiiiiiiiiiee et e e ee e e 42
2.4.3. Planejamento eXPeriMeENntal........cccueiiiiiiiee it e e et e e et e e e rae e e e eabe e e e e eanes 43
S T VF- [ol o ¥ [oF=To X o U] (2 0o T s F- 1 o U PR 45
2.5.1 Anatomia dos PUIMBGES NUMANOS.........ccoiciiie ittt e e e rte e e e eeare e e e eearaeaeeans 46
2.5.2 Sistema iMUNE PUIMONAT ..uiiiiiiie e e e e e te e e s srbta e e e snraeeeeans 49
2.5.3 Modelos animais para entrega de drogas N0S PUIMBES .......cueevevciieeeeiiiee e e 51
2.6 Vacinas de NAaNOPArTiCUIS. ... ..ueie ittt e e e et e e e ette e e e eate e e e eastaeeesntaeaesassanaeanns 53
2.6.1 Nanoparticulas POIIMEIICAS. .......cccuiiie e e e e e ebae e e e eabee e e e anes 54
2.6.2. Poli-(glicerol adipato-co-w-pentadecalactona)......ccccccceeeeieeeiieeiiee e e 54
2.6.3.  Acido poli-(latico-co-4cido glicAlCO) (PLGA) ....ovovveveeereeceeecececeeeeeeeeeee ettt 55
2.6.4. QUITOSANA ceiiiiiiiiii ittt 56
OBJETIVOS ..ottt ettt ettt et e e e e e ettt e e e e e e e s aa b e e teeeee e e e s nnbeaeeeeeeeeaannbenteeaeeesannnsbeeaaaesens 59
MATERIAIS E IMETODOS «...ouvvnieirimirieteesetseissistssse s ss st nans 60
4.1. Clonagem e producdo da PAT .......eiiiiiiiiiiciiiie et e st e e et e e esaa e e e e saae e e s ntaaeeeannneee s 60
4.1.1. Obtencdo do gene da PAT POr PCR ....cceiiii ettt et e e e e e e vae e e 60
4.1.2. Clonagem do geNe da PAT ...t e e e e e e e e e rarre e e e e e e s 60
4.1.3. Teste de expressao do geNe da PAT ... e e e e e 62
4.2,  PUrfiCAag0 da PSPAAPIO .....eeiieeeeee ettt ettt e et e e et e e e et e e e e e tb e e e e ta e e e eeaae e e e naraeaeannaeaas 63
4.2.1. YUY (VT ol =] [V - o PSR 63
4.2.2. Delineamento experimental para otimizacao da etapa de clarificacdo da PspA4Pro ........ 64
4.2.3. (O g 1 Tor=Tor Lo SRR 66

4.2.4. Cromatografia de troca anionica em Q-Sepharose..........ccccecceeeeeecrieececciee e 66



4.2.5. (@gTeY oJa=TolT o) = [oF- To - 1 o] I 31 0 PP 67
4.2.6. Cromatografia de troca catidnica em SP-Sepharose.........cccccveiiicciieeecciiee e 67
4.2.7. Parametros de avaliagao dos processos de purificagdo da PSPAAPro ......cccevcveeevcieeeennnnen. 67

4.3.  Preparo das nanoparticulas de poli(glicerol adipato-co-w-pentadecalactona) (PGA-co-PDL) e de

poli(acido 1atico-co-acido lICOlICO) PLGA ...ttt et e e bae e e e 68
4.4,  Caracterizagdo da NP VAzZiaS.......cciieeeiiiieieiiieeeeiiiee e et e e e ste e e e et e e e seaae e e ssaaeeesssaeeesensaneesannaeeens 71
4.4.1. Tamanho, indice de polidispersao e potencial Zeta.......cccccveeiviiiiiiiiiieiiccec e 71
4.4.2. Ensaio de toXiCidade das NP...........ooiiiiiiiiiie ettt ettt s 71
T - Yot [o Mo - I o o YAV A o - L N USSP 72
4.6. Liberacdo da PSPAAPIO das NP........cooiiiiiiiiiie ettt e e e saee e e et e e e s tae e e s anaeeesannaeee s 73
4.7. Quantificacdo da proteina ligada as NP por HPLC .........oooviiiiiiiiee et 73
4.8. Avaliacdo da PspA4Pro liberada das NP.........ccoocuiiiiiiiiiiicciiec e 74
4.8.1. [aTa=T={ g e =T LI PR 74
4.8.2. Reconhecimento POr aNtiCOMPOS......cuiiiiiiie ettt e e e e e e ebee e e e eabeee e e anes 75
4.8.3. Atividade biolOgica de PSPAAPIO......cccuviii ettt ettt ettt e e et e e e erre e e e aaaee s 75
4.9. Preparacgdo das microparticulas nanocompostas (NCMP)........cccueeeeiiieiieciiiee e 76
4.10. Ensaio de aerolizagdo in Vitro das NCIMIP ........ccoiviiiiiiiciiic ettt saae e 77
4.11. Ensaio de ativagao de células dendritiCas.......cccovcrieeiiciiiiicieee e 79
4.11.1. Extracdo e cultivo das células dendriticas de camundongos ..........cccveeeeciieeieiiieeecciieee s 79
4.11.2. Estimulo das células e leitura no citdmetro de fluX0 .......cceveeriiriiiiiiniieeeeeeeee 80
4.12. Desafio letal COM S. PNEUMONIAE ...........ueeeieceiiiiieiie ettt sare e e eaaee e 81
4.13.1. Preparo dos estoques da cepa de S. PREUMONIGE ..........ccuueeeecveeeieciieeeeiiieeeecieeeeseinee e 81
4.13.2. Imunizagdo dos animais com as NCIMP ........ccoocuiiiiiiiiie it ereee e ecrre e s are e e s ssnaaee e 82

4.13.3. Determinacdo do titulo de anticorpos anti-PspA4pro no soro dos animais imunizados....84

4.13.4. Ensaio de desafio letal com cepa virulenta de pneuUMOCOCO.........cccveeeeeiiieececiieee e, 85
RESULTADOS ...ttt ettt ettt st sttt ettt e b e s bt st e e et e e b e e sb e e sbeesan e s bt e b e e be e seesbaesmeesnneenseenneens 86
LT R @1 Fo o F=T <Y o T 2o f U PPPPURNY 86
5.2. Teste de expressdo do 8eNe da PAT .....ccocuiiiiiiiiiii ettt e e e satr e s e vtn e e s e svra e e e eaes 88
5.3, PUMfICACEA0 PSPAAPIO ..ot eetteee ettt ettt e ettt e e e ettt e e e eetteeeeeettaeaeettaeeesastaeaesastaeaesastaeaseassanaeanns 90
5.3.1. Delineamento experimental para otimizacdo da etapa de clarificacdo da PspA4Pro......... 90

5.3.2. Comparacdo entre a purificacdo da PspA4Pro empregando a clarificagcdo otimizada e a
clarificagao COM 0,1% CTAB ....uviiiiiiiee ettt ettt e e st e e s st e e s seate e e s sataeessstaeeesnteeessanteeessans 104

5.4. Nanoparticulas POIMEIICAS. .....cuiiii e eeceeee ettt ettt e et e et e e e e ear e e e e eareeeeeaseeeeeasreeesannraeans 107

5.4.1. Caracterizagdo das NANOPAITICUIAS.......cccuiiii ittt e et e e e e areee e 107



5.4.2. Ligacdo da PSPAAPIO @S NP ...ooiiiiiiiee ettt et e et e s e erte e e e bte e s e aee e e e ares 111

5.4.3. Caracterizacdo da PspA4Pro liberada das NP ........cceeeeeciieeiccieee e 113
5.4.4. Integridade da PspA4Pro liberada das NP........ccoocveiiiiiiiiiineee e 116
5.4.5. Reconhecimento da proteina liberada das NP por anticorpos anti-PspA4Pro................. 117
5.4.6. FAN Ao = To [N o1 To] [} 4ot PP 119
5.47. ToXiCIdAade das NP .....cooiiiiiiiieieeeree ettt st sttt b e b e s e e sae e eae e neenneen 123
5.4.8. Produgdo das NCMP e ensaio de aerolizagdo ......cccceeeeveeeeeeiieeecciiee et 123
5.4.9. Ativacao de células dendritiCas......cccccuueieiiiiiieiiiee e 126

5.5.  Imunizagdo de camundongos com NCMP contendo 2 ug de PSpA4Pro......ccccccvvvevvvcveeeeinnennn, 131
5.6. Imunizagdo de camundongos com NCMP contendo 6 ug de PSPA4Pro.......ccccccveeeeevveeeecnnnnnnn. 134
5.7. Desafio letal COM S. PREUMONIGE ...........c.c.uveieeciieeeeiieee ettt et e et e e e eaaaee s 136

N B 1ol U 13- Lo TSP PR OPRTOPPRTOTRPPRIO 138
28 o0 ]\l 1 U 1Y ] =1 151
8. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ......covvecveeeeeeceeeeeeee ettt ettt ses s ss s s asesasasssssesenns 153
LN\ = O N OO PP P PPPPPPPPTOOE 166

ANEXO ettt et e e s et e e s e e e s e et e s s n et e e s n e et e e sane e e e s sanae e e s s aneeeeenane 167



25

1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

Streptococcus pneumoniae € um dos principais causadores de doencas como
otite aguda do ouvido médio, pneumonia e meningite (VIEIRA et al., 2007). Embora a
colonizagdo da nasofaringe por S. pneumoniae seja bastante comum e normalmente
assintomatica, quando esse microrganismo invade outros nichos ocorrem as doencas
pneumocadcicas. A Organizacdo Mundial da Saude estimou que, em 2008, das cerca de
8,8 milhBes de mortes globais entre criangas menores que 5 anos, 476000 tenham sido
causadas por infec¢cdes pneumococicas. Nos paises em desenvolvimento as taxas de
mortalidade entre as criancas mais jovens podem chegar a 20% para sepse
pneumococica (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2012). Em 2015 ocorreram cerca
de 390.000 Obitos de criancas menores de 5 anos atribuidos a pneumonia
pneumocdcica, 0 que torna esta doenca a principal causa de Obitos neste grupo em
todo o mundo (ROTH et al., 2018).

Como ocorre com outras bactérias patogénicas, cepas de S. pneumoniae
resistentes a antibiéticos sdo um problema de saude global grave. O primeiro isolado
clinico de S. pneumoniae resistente a penicilina data de 1965. Durante os anos 70 e
80, cepas de S. pneumoniae resistentes a penicilina, eritromicina e trimetropina-
sulfametoxazol se espalharam pelo globo, sendo encontradas desde os Estados
Unidos até a Espanha, Israel, Australia e Papua Nova Guiné. Cepas de S. pneumoniae
multirresistentes, ou seja, resistentes a 3 ou mais classes de antibiéticos, ja foram
isoladas de criancas e sdo predominantemente encontradas em sorotipos associados a
doenca invasiva (9A, 6B, 9V, 14, 19A, 19F e 23F) (KIM et al., 2016). Em 2013, o Centro
de Controle de Doencas dos Estados Unidos emitiu um relatorio estimando que cerca
de 30% dos casos de doencas pneumocdcicas severas sdo causados por bactérias
resistentes a pelo menos um tipo de antibiotico. Infecgcbes por S. pneumoniae
resistentes levam a cerca de 1,2 milhdes de casos da doenca por ano e resultam em
7000 mortes e um gasto anual de US$96 milhdes nos EUA. Ainda neste relatorio, o
Centro de Controle de Doencgas aponta a vacinagcdo como uma ferramenta eficaz no

controle das doencas pneumocoécicas e na redugdo das cepas resistentes aos
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antibidticos circulantes na populacdo ao impedir sua transmissdo (CENTER FOR
DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2013). No Brasil, entre 2005 e 2015, houve
mais de 7 milhdes de internagdes no SUS decorrentes de pneumonias. De todas estas
internacdes, aproximadamente 2 milhdes foram de criangas menores de 2 anos e 1,9
milhdes foram de idosos acima de 65 anos. De todos estes casos, cerca de 42 mil
foram atribuidos apenas a infec¢des por S. pneumoniae (ANDRADE et al., 2017).

As vacinas pneumocoécicas atualmente em uso sdo constituidas de
polissacarideos (PS) da céapsula de S. pneumoniae livres ou conjugados a uma
proteina carregadora. PS sdo antigenos timo-independente, e, por isso, produzem
baixa resposta imune em criancas, principalmente nas menores de dois anos, uma vez
que ndo estimulam a maturacdo clonal. A conjugacdo do PS com uma proteina
carreadora transforma a resposta imune em T-dependente, tornando eficiente seu uso
em criancas menores de 2 anos de idade. Contudo, devido a dificuldade na producgéo e
purificacdo dos PS e ao baixo rendimento da reacdo de conjugacao, todas as vacinas
conjugadas possuem um numero reduzido de PS (10 ou 13 até o momento), o que
limita a cobertura e desencadeia uma pressédo seletiva que faz com que ocorra a
substituicdo dos sorotipos vacinais, antes prevalentes na populagdo, por outros nao
incluidos na vacina (FRAZAO et al., 2005; HUANG et al., 2005). De fato, quatro anos
apos a introducdo da vacina pneumocécica conjugada 7-valente (PCV7) na Inglaterra,
foi observado aumento de 19% nos casos de doencas pneumocdcicas invasivas
causadas por sorotipos nao vacinais em todos 0s grupos etarios, e quatro anos apos a
introducéo da vacina 13-valente, introduzida para substituir a PCV7, houve aumento de
25% nos casos de doencas causadas por sorotipos ndo vacinais (SHAMEZ et al.,
2018). Desse modo, o desenvolvimento de vacinas que utilizem proteinas
imunogénicas e conservadas do pneumococo é uma alternativa para aumentar a
cobertura da vacina e reduzir custos, uma vez que proteinas oferecem resposta imune
T-dependente e resultariam em protecao independente de sorotipo.

Além da escolha dos antigenos, a forma de apresentacao da vacina € outro fator
importante a ser considerado durante seu desenvolvimento. Diferente das vacinas
pneumocdcicas polissacaridicas e conjugadas atualmente em uso, que sao
administradas atraveés de injecdo intramuscular e precisam ser armazenadas sob

refrigeracdo, uma vacina formulada para apresentacdo em pO baseada em
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nanoparticulas carregadas com antigenos pneumocadcicos teria a vantagem de nao
necessitar de resfriamento durante o transporte e armazenamento, dado que o0s
antigenos estariam protegidos do ambiente dentro das particulas, além de dispensar a
etapa de conjugacdo dos PS a uma proteina carregadora, que representa parte
significativa do custo de producdo das vacinas conjugadas, e de permitir a aplicacao
diretamente nos pulmdes no lugar da aplicacdo intramuscular, o que reduz a producéao
de residuos perfurocortantes e o desconforto dos pacientes. Diante do exposto, este
trabalho se propde a desenvolver uma nova vacina pneumocdcica composta por
nanoparticulas carregadas com antigenos proteicos conservados de S. pneumoniae,
unindo as vantagens ja expostas das vacinas de nanoparticulas com a cobertura
independente de sorotipo conferida por antigenos conservados em diferentes cepas do

patdgeno.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1.Streptococcus pneumoniae

Streptococcus pneumoniae € um comensal que coloniza a nasofaringe humana.
Apesar de a colonizagdo ser normalmente assintomatica e capaz de gerar imunidade
contra o microrganismo, essa bactéria, que também pode ser chamada de
pneumococo, € o principal causador de pneumonias adquiridas na comunidade
(DOMMASCHK et al., 2017). O pneumococo pertence a familia Streptococcaceae e &
uma bactéria Gram-positiva que se apresenta na forma de diplococos lanceolados ou
em cadeias. Em condicdes de aerobiose ela possui atividade a-hemolitica e, em
anaerobiose, p-hemolitica. Sua caracteristica mais marcante é ser envolta por uma
capsula de polissacarideo, que é o principal fator de viruléncia da bactéria
(HENRIQUES-NORMARK; TUOMANEN 2013). A capsula inibe a opsonofagocitose
mediada pelo complemento, que € o principal mecanismo para a eliminacdo do
pneumococo nos pulmdes. Os polissacarideos também sao altamente imunogénicos e
0s anticorpos gerados contra eles sdo empregados na classificacdo de S. pneumoniae
em sorotipos (DANIELS; ROGERS; SHELTON 2016). Atualmente, sdo reconhecidos
97 sorotipos com base nas diferencas antigénicas dos polissacarideos capsulares,
sendo que cada um desses sorotipos tem um polissacarideo capsular quimica e
estruturalmente distinto (GENO et al., 2015).

De acordo com a estrutura da superficie de S. pneumoniae, suas colbnias
apresentam dois aspectos distintos: colonias transparentes e colbnias opacas. As
coldénias transparentes predominam na nasofaringe e apresentam capsula menos
espessa e menor quantidade de proteina A de superficie (PspA), outro fator de
viruléncia importante do pneumococo. As colonias opacas produzem capsula mais
espessa, maior quantidade de PspA, tém maior capacidade de formar biofilmes e sdo
mais invasivas (TRAPPETTI; OGUNNIYI; PATON 2011). E estimado que 40% a 70%
das pessoas possuam a nasofaringe colonizada pelo pneumococo, sendo a
colonizagao a primeira etapa do desenvolvimento da doenca. Embora seja comumente
assintomatica, a colonizacdo pode progredir a doencas respiratérias e sistémicas. As

infeccdes pneumocdcicas variam consideravelmente quanto a severidade, sendo que
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30% a 60% dos sobreviventes da doenca invasiva carregam sequelas em longo prazo,
como perda da audicdo e deficiéncias neurologicas (DE LENCASTRE et al., 1999;
BOGAERT et al., 2004).

2.2.Doencas pneumocdcicas e vacinas

N&o obstante a colonizacdo da nasofaringe por S. pneumoniae seja bastante
comum e geralmente assintomatica, a invaséo de outros nichos por este microrganismo
pode levar a doencas graves como pneumonia bacterémica, meningite e sepse.
Estima-se que em 2015 ocorreram 2,7 milhdes de Obitos por infeccbes respiratorias,
das quais 700.000 ocorreram entre criancas com menos de 5 anos de idade,
representando 12% do total de ébitos deste grupo no mundo todo. Destes 6bitos,
55,8% foram causados pneumonia pneumocodcica (aproximadamente 390.000 6bitos).
Isso tornou a pneumonia pneumocécica a principal causa de Obitos entre criancas
menores de 5 anos em todo mundo (WANG et al., 2016).

Nos paises de média e baixa renda per capita, onde ha menor acesso a
hospitais e antibiéticos, as taxas de mortalidade entre criangcas podem chegar a 20%
para sepse pneumococica (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2012). Nas ultimas
décadas, a resisténcia do pneumococo a penicilina e a outros antimicrobianos tem
aumentado em varios paises (LINARES et al, 2010; ORGANIZACION
PANAMERICANA DE LA SALUD, 2013). Alguns sorotipos de pneumococo apresentam
resisténcia a mais de 15 antibidticos diferentes e justamente estes sorotipos estéo
tipicamente presentes na microbiota das criancas, um dos principais grupos de risco
para doencgas pneumocécicas (FENOLL et al., 1998). Por isso, a prevenc¢ao através da
vacinacao é considerada a estratégia mais eficaz para diminuir as taxas de incidéncia e
de mortalidade dessas doencas (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2012).

A primeira vacina pneumocdcica foi langcada em 1977 e era composta por
polissacarideos capsulares de 14 sorotipos diferentes de pneumococo. Em 1983 a
Food and Drug Administration (FDA) aprovou uma segunda vacina composta por 23
polissacarideos capsulares dos principais sorotipos patogénicos do pneumococo
(PPS23). Quando foi lancada, essa vacina cobria de 80% a 90% dos sorotipos
causadores da doenca em todo o mundo. A composi¢cao da PPS23 pode ser vista na

Tabela 1, abaixo. A eficacia da PPS23 contra infec¢cbes pneumocadcicas provocadas
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pelos sorotipos cobertos pela vacina é de aproximadamente 65%. Para adultos com
menos de 65 anos é recomendada entre uma e duas doses da PPS23, com intervalo
de 5 anos, e mais uma dose € recomendada para individuos acima de 65 anos.
Embora a imunizacdo com PPS23 tenha reduzido os casos de doengas invasivas em
adultos e idosos, ndo foi observada reducdo na colonizagdo por S. pneumoniae. A
PPS23 gera uma resposta T-independente, pois as subunidades do polissacarideo
capsular ativam as células B independentemente das células T-helper. Por isso, essa
vacina € incapaz de gerar resposta imune em criancas menores de 2 anos, o principal
grupo de risco das doencas pneumococicas (DANIELS; ROGERS; SHELTON 2016).

Para contornar esse problema foram introduzidas vacinas de polissacarideos
conjugados a toxina diftérica. A conjugacdo do polissacarideo a uma proteina
transforma a resposta de T-independente em T-dependente, tornando a vacina eficaz
em criangas menores de 2 anos. A primeira vacina conjugada foi desenvolvida em
2002 e era composta por 7 polissacarideos diferentes (PCV7) (Tabela 1). Esta vacina
reduziu significativamente as hospitalizacbes por doencas pneumocacicas em criancas
e em idosos e também foi capaz de reduzir a colonizacéo tanto em criancas vacinadas
guanto em pessoas ao redor, devido ao fendbmeno conhecido como imunidade de
grupo ou protecéo de rebanho (HABER et al., 2007)

Em 2010 foi introduzida uma segunda vacina conjugada contendo 13
polissacarideos distintos: os 7 sorotipos da PCV7, 5 sorotipos da PPS23 mais o
sorotipo 6A, que até entdo ndo estava presente em nenhuma vacina. Isso levou a
reducdo na taxa de infeccBes pneumocdcicas invasivas e ndo invasivas dos sorotipos
cobertos pela PCV7 e dos 6 sorotipos adicionais em todos os paises onde a PCV13 foi
introduzida (RITCHER et al., 2013). No Brasil, foi introduzida em 2010 uma vacina
conjugada contendo 10 sorotipos conjugados com 3 diferentes proteinas (PCV10,
Tabela 1). A introducdo desta vacina reduziu as hospitalizagées de criangas menores
de 5 anos em 35% e de idosos acima de 65 anos em 16%, gerando uma economia de
mais de R$ 190 milhdes ao pais (ANDRADE et al., 2017). Apesar do sucesso da
PCV10, ja em 2012 foi observado aumento no niumero de casos de doengas causadas
por sorotipos ndo vacinais (VERANI et al., 2015).
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Tabela 1: Vacinas pneumocdcicas atualmente em uso

Vacina Tipo Polissacarideos Proteina Efeito na doenga
carreadora pneumococica
23. _ 1,2,3,4,5,6A, 6B, 7F, Redugao da§ doencas
valente Pollss_acarideos 8, 9N, 9V, 10A, 11A, N&o se aplica invasivas
(PPS23) livres 12F, 14, 15B, 17F, 18C, Sem efelto na
19A, 20, 22F, 23F, 33F colonizacéo
Proteina D (H. Reducéo nas doencas
10- ' 1. 4.5 6B, 7F, 9V, 14, inflluenzaAe)., invasiyas e na
valente Conjugada 18C* 19F* 23F *to>§10|de tet&nico, colonizagéo
(PCV10) ' ' anatoxina Imunidade de grupo
diftérica CRMyg7; Substituicdo de sorotipos
Reducéo nas doencas
13- 1, 3,4,5, 6A, 6B, 7F, Anatoxina invasivas e na
valente Conjugada 9V, 14, 18C, 19A, 19F, diftérica CRM colonizagéo
(PCV13) 23F 197 Imunidade de grupo

Substituicdo de sorotipos

Fonte: Adaptado de DANIELS; ROGERS; SHELTON (2016)

Apesar da eficiéncia das vacinas conjugadas, sua cobertura é limitada aos
sorotipos presentes em sua composi¢do. Além disso, o aumento na incidéncia de
sorotipos ndo vacinais ja foi observado apenas 5 anos apos a introducdo da PCV7
(SINGLETON et al., 2007) e do aparecimento de cepas resistentes a antibiéticos dentre
estes sorotipos nao cobertos (HSU et al., 2009). Apés a introducédo da PCV13 nos EUA
foi observado o aumento de infeccbes pelo sorotipo 35B (RICHTER et al.,, 2013).
Embora a cobertura dessas vacinas possa ser aumentada pela introducdo de novos
sorotipos em sua formulacéo, isso implicaria em aumento do custo da vacina, o que é
um fator limitante para sua introducéo, especialmente em paises mais pobres.

A substituicdo de sorotipos, tanto na colonizacdo quanto nas infeccdes, e 0
aumento da resisténcia a antibidticos entre os sorotipos néo cobertos colocam a
necessidade premente de desenvolvimento de novas vacinas pneumocadcicas. Devido
ao numero elevado de sorotipos, as pesquisas atuais tém se voltado para o uso de

antigenos proteicos conservados entre diferentes sorotipos.

2.3.Proteinas do pneumococo com potencial vacinal

Diversos antigenos proteicos tém sido estudados para compor novas vacinas

pneumocdcicas. Alguns exemplos de candidatos sao:
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e Adesina A de superficie do pneumococo (PsaA): lipoproteina componente do
transportador de Mn?*. A imunizacdo nasal de camundongos com PsaA foi
capaz de reduzir a colonizacdo por S. pnumoniae na nasofaringe. A protecao
contra a colonizacdo foi aumentada quando a PsaA foi administrada junto da
PspA. Apesar da reducado da colonizacdo, a imunizacdo com PsaA nao foi capaz
de proteger os camundongos contra infeccdo sistémica (JOHNSTON et al.,
2004).

e Proteina C de superficie do pneumococo (PspC): proteina de superficie
associada a parede celular. PspC é capaz de se ligar ao componente C3 e ao
fator H do complemento e ao componente secretorio da imunoglobulina A. Além
disso, PspC é altamente imunogénica e presente em gquase todas as cepas de
pneumococo, mas por ser muito polimérfica, € comum que cepas diferentes
expressem PspC com variantes antigénicas diferentes umas das outras, o que é
um obstaculo ao seu uso como vacina de ampla cobertura (GEORGIEVA et al.,
2018).

e Proteinas da triade de histidina D e E (PhtD e PhtE): sdo proteinas de superficie
conservadas entre diferentes cepas de pneumococo. Em modelos animais,
ambas foram capazes de proteger contra sepse, pneumonia e colonizacao.
Ensaios clinicos com a PhtD e a PhtE mostraram protecdo contra infeccdo
natural em criancas e adultos (KHAN; PICHICHERO 2012).

e Proteina transportadora de poliaminas (PotD): proteina extracelular que
transporta poliaminas para dentro da célula. Foi demonstrado que a PotD
contribui para a viruléncia em modelos murinos de sepse e de pneumonia com
pneumococo sorotipo 3. A imunizagdo de camundongos com PotD recombinante
gerou alto titulo de anticorpos anti-PotD e protegeu os animais em desafio letal
com pneumococo sorotipo 3 (SHAH; SWIATLO 2006).

Outros dois candidatos vacinais importantes sdo a proteina A de superficie do
pneumococo (PspA) e a pneumolisina geneticamente destoxificada (PdT), que vém
sendo amplamente estudadas como antigenos para a producdo de novas vacinas

pneumocadcicas, sejam elas proteicas, conjugadas ou de nanoparticulas. Estas
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proteinas foram escolhidas como antigenos proteicos para as vacinas de
nanoparticulas produzidas neste trabalho. Esta escolha foi feita com base em estudos
prévios realizados por nosso grupo envolvendo a produgcdo e a imunizacdo de
camundongos com esses antigenos, que serdo apresentados em mais detalhes nos

préximos itens.

2.3.1. Proteina A de superficie do pneumococo

PspA é uma proteina formada por 4 dominios distintos. Da por¢do N-terminal
para a porcao C-terminal ela € composta por uma regido a-hélice antiparalela e
altamente carregada, uma regido rica em prolinas, uma regido de ligacdo a colina e
cauda hidrofébica de 17 aminoacidos na porcédo C-terminal (MUKERJI et al., 2012). Na
sequéncia génica de PspA encontra-se também um peptideo sinal, que esta ausente
da proteina madura e direciona a PspA para fora da célula (Figura1). A regido de a-
hélice da proteina tem sido bastante estudada por sua capacidade de gerar resposta
imune mediada por anticorpos em camundongos e por ser a por¢cao da proteina
exposta além da capsula polissacaridica, portanto mais acessivel a anticorpos
(MUKERJI et al., 2018). Outra regido bastante estudada da PspA é a regido rica em
prolinas. Esta regido € composta por unidades de repeticdo com uma prolina a cada 3
ou 4 residuos. Estas unidades de repeticdo podem ser interrompidas por sequéncias
de aminoacidos sem prolina, chamados de blocos sem prolina, ou non-Pro. A regido
rica em prolinas é bastante conservada e presente em todas as PspA, e jA mostrou ser
capaz de gerar protecdo mediada por anticorpos em camundongos contra doencgas

pneumocdcica invasiva (MUKERJI et al., 2018).
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Figura 1: A) Representacdo esquematica dos quatro dominios da PspA nativa e da PspA4Pro
recombinante. B) Esquema da disposi¢céo da PspA na superficie do pneumococo.
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Fonte: Adaptado de JEDRZEJAS et al., 2001 e de MORENO et al., 2010.

PspA atua protegendo o pneumococo da acao bacteriostatica e bactericida da
lactoferrina, uma glicoproteina familia da ferritina que faz parte do sistema imune inato
(SENKOVICH et al., 2007). PspA também impede a deposi¢cdo de complemento na
superficie da bactéria, evitando assim a opsonizacdo e morte da bactéria pelo sistema
complemento. Foi observado que em cepas deficientes em PspA a deposicdo de
complemento pela via classica dependente de Clg € muito maior do que em cepas
com PspA e que a remocdo de bactérias deficientes em PspA do sangue era mais
rapida do que a remocao de bactérias com PspA (MUKERJI et al., 2012).

Com base na homologia e no alinhamento das sequéncias de aminoacidos de
PspA de diferentes cepas de S. pneumoniae, foram observadas 3 familias distintas
desta proteina, as quais podem ser divididas em 6 grupos, denominados clados. A
familia 1 da PspA é constituida por dois clados: 1 e 2; a familia 2, por trés clados: 3, 4 e
5 e a familia 3, por apenas um clado: 6 (HOLLINGSHEAD, S. K., BECKER, R.,
BRILES, D. E. 2000). Cada cepa de pneumococo carrega PspA de uma Unica familia.
Dentre os principais sorotipos causadores da doenca foi observada a presenca

predominante de PspA das familias 1 e 2. PspA de diferentes familias apresentam
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reatividade imune cruzada, assim a imunizacdo com PspA de uma familia normalmente
€ capaz de gerar protecdo contra outras PspA da mesma familia e algumas vezes
contra cepas com PspA de familias diferentes (NABORS et al., 2000, MUKERJI et al.,
2012).

Muitos trabalhos ja apontam para o0 potencial imunogénico da PspA.
Experimentos de desafio de animais imunizados com PspA por via intramuscular
demonstraram elevada protecdo em camundongos (VANDESILHO et al., 2012) e a
imunizagdo intramuscular de voluntarios humanos com PspA usando hidroxido de
aluminio como adjuvante induziu a producéo de IgG anti-PspA e o soro dos individuos
imunizados protegeu camundongos desafiados com pneumococo de diferentes
sorotipos em ensaios de imunizacdo passiva (MIYAJI et al., 2013). Vacinas de
Salmonella recombinante expressando o gene de PspA foram capazes de proteger
camundongos desafiados com S. pneumoniae e uma vacina de Salmonella atenuada
recombinante, expressando o gene de PspA, encontra-se em estudos clinicos de fase
um (FREY et al., 2013). FERREIRA et al.(2013) realizaram a imunizagéo parenteral de
camundongos com uma vacina de DNA expressando o gene de PspA3. Esta vacina
induziu a producdo balanceada de IgGl e IgG2a, protegeu os camundongos contra
desafio peritoneal com pneumococo e protegeu 0s animais contra a colonizacdo da
nasofaringe (FERREIRA et al., 2006; FERREIRA et al., 2010). A imunizagédo nasal de
camundongos com PspA recombinante dos clados 1 a 4 mostrou haver reatividade
cruzada entre PspA de familias diferentes na protecdo contra colonizacdo por
pneumococo (TOSTES, et al., 2017). J&4 a imunizacdo pulmonar com PspA4Pro foi
estudada por Rodrigues et al. (2018), que utilizaram nanoparticulas carregadas com
PspA4Pro para imunizar camundongos. A imunizacéo levou a producao de IgG anti-
PspA4Pro e protegeu parcialmente os animais no ensaio de desafio contra

pneumococo.

2.3.2. Pneumolisina destoxificada

A pneumolisina (Ply) é uma toxina produzida pelo pneumococo que pertence a
familia das citolisinas dependentes de colesterol (CDC), toxinas que também sao

encontradas em outras bactérias Gram-positivas (TYLLEY et al., 2005). Ply possui 53
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kDa e superficie altamente eletronegativa. No caso do pneumococo, ela é
citoplasmatica e liberada in vivo durante a autdlise (ROSSJOHN et al., 1998), formando
oligbmeros ao ligar-se ao colesterol da membrana plasmética e gerando poros em
forma de anel que promovem a lise das células do hospedeiro. Inicialmente os
mondmeros se ligam a superficie da célula (Figura 2). Ocorre o enovelamento de pares
de a-hélice em pares de B-grampos transmembranas, que formam a parede do pré-
poro. Por fim, o pré-poro sofre uma mudanga conformacional e se insere na membrana
celular, formando o poro maduro (SONNEN; PLITZKO; GILBERT 2014) (Figura 3).

Figura 2: Monémero de Ply sollvel e inserido na membrana. Estrutura de uma subunidade da Ply

inserida na membrana (A) e estrutura via raios-X da Ply soltvel (B) vistas de lado (esquerda) e do meio
do poro (direita).
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Fonte: VAN PEE et al., 2017
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Figura 3: Estrutura geral do complexo de poros Ply. (A) Mapa de microscopia crio-eletrdnica de particula
nica de Ply com resolucéo de 4,5 A com modelo ajustado. Os quatro dominios do PLY (D1 — D4) est&o
coloridos em vermelho (D1), amarelo (D2), verde / ciano D3) e azul (D4). Inser¢céo: B-grampos dobrados
(HP1 e HP2) encaixados no mapa. Cadeias-f3 (em ciano) tém reenrolado a partir de feixes de hélice em
D3 da forma soluvel. (B) Secéo transversal com dimensées gerais do complexo de poros. A barra cinza
indica a posi¢do da bicamada lipidica. Insergao: vista lateral do monémero inserido na membrana com
densidade toroidal de anfifilicos desordenados (linha tracejada).
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Todos os isolados clinicos de pneumococo expressam Ply, que possui uma série
de funcbes que favorecem a colonizacao e infec¢ao pelo pneumococo. Ply é importante
para a colonizacdo da nasofaringe e dos pulmdes pelo pneumococo, visto que cepas
mutantes Ply deficientes apresentam menor capacidade de colonizacdo do que suas
contrapartidas selvagens (KADIOGLU et al., 2002). Ply também influencia na producéo
de citocinas. Camundongos infectados com pneumococo selvagem apresentaram
niveis maiores de interleucina-6 (IL-6) no plasma do que aqueles infectados com
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mutante sem Ply. Esta toxina também influencia na producédo do fator de necrose
tumoral a (TNF-a), uma citocina pro-inflamatdria necessaria para o controle da carga
bacteriana nos pulmdes e na corrente sanguinea durante a pneumonia pneumocoécica
(HIRST et al., 2004). Também foi mostrado que Ply aumenta a chegada de neutroéfilos
nos pulmdes durante a doenca pneumocacica invasiva, provavelmente devido ao dano
causado ao tecido por sua acéo litica, que induz a producéo de citocinas. Apesar de os
neutréfilos serem os principais responsaveis pela eliminacdo do pneumococo nos
pulmdes, ja foi observado que sua acao € inibida por Ply, provavelmente por sua acao
citotéxica (HIRST et al., 2004; KADIOGLU et al., 2000). De fato, um estudo anterior in
vitro j& havia mostrado a inibicdo da acao fagocitica de células imunes na presenca de
Ply (NANDOSKAR et al., 1986).

Embora seja um antigeno promissor, Ply é muito toxica para ser utilizada em
vacinas humanas. Para contornar este problema, mutacdes direcionadas tém sido
utilizadas para gerar pneumolisinas atoxicas, mas ainda imunogénicas, que Ss&o
denominadas pneumolisoides. O mutante PlyD1, que difere da pneumolisina selvagem
pela substituicdo de trés aminoacidos (T65C, G293C, C428A), foi testado em humanos
adultos saudaveis num regime de trés doses. Apdés a Ultima dose ndo foram
observados efeitos adversos e PlyD1 foi capaz de gerar anticorpos antigeno
especificos (KAMTCHOUA et al, 2013). PAUKSENS et al. (2014) testaram
pneumolisina destoxificada livre e conjugada a polissacarideos de 8 sorotipos
diferentes de pneumococo em um ensaio randomizado com individuos entre 65 e 85
anos. Tanto Ply livre quanto conjugada se mostraram seguras e capazes de gerar
resposta imune. LU et al. (2014) verificaram que o mutante Plym2, obtido pela troca
dos aminoacidos G428G e W433F, foi capaz de gerar anticorpos neutralizantes contra
a toxina nativa, embora néo tenha sido capaz de proteger camundongos contra desafio
letal com pneumococo. Por fim, vacinas compostas por pneumolisina destoxificada
juntamente com a proteina PhtD, sozinhas ou acompanhadas de polissacarideos,
encontram-se em ensaios clinicos de fase | e Il (PRYMULA et al., 2014, LEROUX-
ROELS et al., 2014, PRYMULA et al., 2017).

O mutante PdT foi produzido pela substituicdo de 3 aminoacidos: Asp-385 por
Asn, Cys-428 por Gly e Trp-433 por Phe. Estas mutacdes reduziram a atividade

hemolitica, a capacidade de ligagdo com a imunoglobulina G e a ativagcdo do
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complemento (BERRY et al., 1995). A imunizacdo subcutanea de camundongos com
uma proteina hibrida formada por um fragmento de PspA ligado a PdT e uma cepa de
Bacillus Calmette—Guérin (BCG) utilizada como adjuvante induziu a producdo de
anticorpos contra as duas proteinas e protegeu 0s animais em ensaio de desafio
(GOULART et al., 2017). Outro trabalho que investigou a imunizagcdo conjunta de Ply
com outra proteina foi realizado por DOUCE et al. (2010), que realizaram a imunizagéo
intranasal com um hibrido de PsaA-Ply. Embora a imunizacdo com este hibrido tenha
gerado altos niveis de anticorpos especificos contra esses antigenos, ela ndo foi capaz

de proteger os camundongos contra infec¢ao pelo pneumococo.

2.4.Producao de antigenos proteicos

2.4.1. Sistemas de clonagem e expressdo de genes heterd6logos em E. coli

A producgédo de proteinas recombinantes revolucionou a biotecnologia. Antes do
aparecimento desta técnica, era comum gque quilos de tecido animal ou vegetal fossem
necessarios para purificar poucos gramas de uma proteina de interesse. Quando o
produto de interesse era uma proteina bacteriana, podia-se esperar cultivos longos e
de baixo rendimento. Hoje, a capacidade de sintetizar e purificar rapidamente proteinas
recombinantes em grande quantidade viabiliza a caracterizacdo e aplicacdo industrial
destas macromoléculas (ROSANO; CECCARELLI 2014).

A producado de uma proteina recombinante depende, essencialmente, de quatro
fatores: o gene da proteina de interesse, o vetor de clonagem, o vetor de expressao e o
hospedeiro para receber o vetor e produzir a proteina. Os vetores de clonagem e de
expressdo mais utilizados sdo os plasmideos: pequenas moléculas circulares de DNA
dupla-fita extracromossomal, que sao capazes de invadir bactérias e de se
multiplicarem sozinhos, independentemente dos cromossomos. Os vetores de
clonagem sao utilizados para armazenar e aumentar 0 niumero de cOpias do gene da
proteina de interesse. Estes vetores ndo sdo capazes de expressar 0 gene, que, apoés
ser amplificado, deve ser transferido para o vetor de expressdo, que possui maior taxa

de traducéo da proteina de interesse.
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Resumidamente, um vetor de expressao deve possuir um sitio de ligacdo ao
ribossomo, para tornar possivel a iniciacdo da traducéo, além de um codon de iniciacao
e um codon de terminacdo (que podem estar presentes no vetor ou no proprio inserto),
um promotor para transcricdo forte e regulavel, que deverd manter baixo o nivel de
traducéo até o momento da inducao, para conseguir maior produtividade da proteina de
interesse (Figura 4).

Figura 4: Representacdo esqueméatica de um vetor de expressdo. MCS: Multiple cloning site (sitio de
multipla clonagem). Regido hachurada: gene da proteina desejada.
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A sequéncia promotora T7 é muito usada para expressao de genes heterélogos
em Escherichia coli devido a sua afinidade elevada pela T7 RNA polimerase e elevado
nivel de expressédo. O sistema repressor mais comum € o baseado no operon lac, que
fica reprimido por Lacl e é induzido por lactose ou isopropil-B-D-tiogalactosideo (IPTG).
Além disso, o vetor de expressdo deve ter um marcador para selecdo celular,
geralmente um gene que confere resisténcia a um determinado antibiotico, e um sitio
de multipla clonagem, com diversos sitios de restricao distintos, para tornar possivel a
insercdo do gene no sentido correto (ROSANO; CECCARELLI, 2014). Muitos vetores
também possuem sequéncias que inserem caudas de afinidade para facilitar a
purificacdo, além de sequéncias de sitios proteoliticos para remover essas fusdes
guando for necessario.

A escolha do hospedeiro é o que ira nortear todo o processo, definindo o tipo de

cultivo a ser realizado, qual meio sera utilizado e quais equipamentos seréao
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necessarios. Dentre 0s microrganismos que podem ser utilizados podemos citar
leveduras, fungos filamentosos, bactérias, algas unicelulares, células de animais,
plantas ou insetos (DEMAIN et al., 2009). Neste trabalho, a expressao do gene da PdT
foi feita em E. coli, uma das bactérias melhor estudadas e mais utilizadas na producéo
de proteinas recombinantes. As principais vantagens obtidas ao escolher E. coli para

produzir uma proteina recombinante séo:

e Rapido crescimento: em condi¢des ideais a quantidade de bactérias pode
dobrar a cada 20 minutos;

e Alta produtividade: cultivos de alta densidade celular podem produzir até
200 g/L de massa seca;

¢ Alta taxa de expressdo do gene da proteina de interesse;

e Cultivo facil e que emprega meios de cultura feitos com reagentes que
podem ser facilmente obtidos comercialmente;

¢ A transformacdo com DNA exdgeno é facil e rapida.

Apesar de possuir muitas vantagens, algumas desvantagens devem ser levadas
em consideragdo antes da escolha de E. coli como hospedeiro. Por ser uma bactéria
Gram-negativa, a proteina sempre sera obtida juntamente com lipopolissacarideo
(LPS) ou endotoxina. Isso é um problema porque a entrada de endotoxinas na corrente
sanguinea causa febre e pode levar o paciente a Obito. Além disso, endotoxinas
possuem forte efeito adjuvante e sua presenca pode falsear experimentos de
imunizacdo com antigenos produzidos em E. coli (AKEL 2015). Para eliminar as
limitacOes relativas ao LPS, uma cepa comercial, a Clear Coli (Lucigen, Alemanha), foi
desenvolvida para produzir um LPS geneticamente modificado para ndo causar a
resposta inflamatoria caracteristica do LPS nativo. Além disso, a sintese de proteinas
gue tenham muitas ligacdes dissulfeto é dificil nesse hospedeiro e E. coli é incapaz de
produzir proteinas glicosiladas (DEMAIN et al., 2009). Contudo, isso ndo representa
problema na producédo de PspA ou PdT por E. coli, jA que estas proteinas ndo séo
glicosiladas e nem possuem ligacbes dissulfeto. Apesar de possuir algumas
desvantagens, a producdo de proteinas em E. coli ainda é bastante eficiente,

economicamente viavel e largamente empregada em escala laboratorial e industrial.
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2.4.2. Purificacdo de bioprodutos

A purificacdo de um bioproduto envolve uma série de operacdes sequenciais

que se baseiam nas diferencas das propriedades fisico-quimicas do produto de

interesse e das impurezas presentes, que sdo as moléculas oriundas do hospedeiro, de

forma a enriquecer progressivamente o produto e a eliminar os componentes

indesejados. A purificacdo de uma proteina pode ser dividida em etapas distintas
(HARRISON 2015:

Extracdo da proteina da célula produtora. Esta etapa ndo é necessaria se
célula transportar a proteina para fora do citoplasma durante o cultivo.
Remocao de material insoltvel, geralmente realizada por centrifugacéo ou
filtrac&o.

Purificacdo intermediéria. A proteina de interesse é separada das outras
proteinas e contaminantes por técnicas diversas como cromatografias
(troca ibnica, afinidade por metal, hidrofébica, mista), precipitacdo
seletiva, tratamento enzimatico, cristalizacdo, etc. Esta etapa preza por
alta resolucdo e alta capacidade e é nela onde maior parte dos
contaminantes é removida.

Polimento. Nesta etapa é feita a remocao dos contaminantes restantes,
aqueles que apresentam caracteristicas fisico-quimicas muito parecidas
com aquelas da proteina de interesse. Esta etapa preza por alta
resolucdo e alta recuperagcdo. Como normalmente as separacbes por
carga, hidrofobicidade e afinidade ja foram executadas, € comum que o

polimento se dé por gel filtracéo.

Quando se planeja um processo de purificacdo, o primeiro passo é determinar a

pureza requerida para o produto. Enzimas para uso industrial, por exemplo, requerem

menor grau de pureza do que produtos terapéuticos, que requerem pureza proxima de

100% (HARRISON 2015). Quanto maior a pureza, maior tende a ser o numero de

etapas do processo. Como em cada etapa do processo ocorre alguma perda de

produto (Figura 5), produtos que requerem alta pureza normalmente possuem baixo
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rendimento final. Desta forma, o desenvolvimento de um processo de purificacdo deve

buscar reduzir ao maximo o niumero de etapas, mas sem comprometer a pureza final.

Figura 5: Rendimento de um processo de purificagdo de acordo com o nUmero de etapas e a
recuperacao de cada uma delas
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Fonte: AMERSHAM BIOSCIENCE, 2018

2.4.3. Planejamento experimental

Estabelecer ou otimizar um processo através de experimentos feitos a base de
“tentativas e erros” demanda muito tempo, gasto de material, e nem sempre oferece as
respostas desejadas. Dada a necessidade crescente de otimizar processos e produtos,
tem sido cada vez mais comum a busca por ferramentas sistematicas de planejamento
de experimentos (RODRIGUES; IEMMA, 2009). A metodologia do planejamento
experimental, comumente referida como DOE (da sigla em inglés, Design of
Experiments) é uma ferramenta fundamentada na teoria estatistica que fornece
informacdes sobre um processo para minimizar o empirismo que envolve técnicas de
tentativa e erro.

Dentre as vantagens do planejamento experimental podemos citar:

a) Reducdo do numero de experimentos ou repeticbes, bem como melhorar a
qualidade das informacfes obtidas através destes experimentos. Isso permite reduzir a
guantidade de trabalho, o tempo despendido e 0 uso de reagentes.

b) Andlise simultanea de diferentes fatores, verificando a existéncia de efeitos
sinérgicos ou antagonicos.

c) Permite otimizar mais de uma resposta a0 mesmo tempo.
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d) Possibilita calcular e avaliar o erro experimental, o que é fundamental para
especificar o nivel de confianca estatistica, com o0 qual pode-se estimar a
reprodutibilidade do resultado esperado. Isso permite avaliar se uma variagcdo no
resultado é decorrente da alteracdo de uma ou mais variaveis ou apenas fruto de erro
experimental.

A escolha da melhor estratégia de planejamento experimental depende
principalmente do numero de variaveis independentes que se deseja estudar e do
conhecimento que ja se possui do processo. Quando o numero de variaveis € muito
grande, é recomendado que se execute primeiro uma andlise fatorial fracionada de
modo a reduzir o numero de ensaios. A Tabela 2, abaixo apresenta uma estratégia

sequencial comumente utilizada para otimizar um processo.

Tabela 2: Estratégia geral para otimizagdo de um processo através do planejamento de experimentos

Etapa Objetivo Situagéo Estratégia
. o Identificar as variaveis Muitas variaveis e pouco Fatorial fracionado ou
Selecéo de variaveis o )
mais importantes conhecimento do processo Plackett & Burman
L Construir os modelos Poucos fatores ja dentro de )
Otimizagéo N o Fatorial completo
preditivos uma regido 6tima

Fonte: Adaptado de RODRIGUES; IEMMA, 2009

O planejamento experimental pode ser utilizado em diversas etapas da producao
de um produto, desde o cultivo do microrganismo, como no trabalho de MARTHOS et
al. (2015), onde o planejamento experimental foi utilizado na escolha do melhor meio
de cultura para producgéo de polissacarideo capsular por S. pneumoniae do sorotipo 1
em biorreator, passando pela purificacdo, como no trabalho de TOUEILLE et al. (2011),
que utilizou esta ferramenta para otimizar a purificacdo de anticorpos monoclonais, até
a formulagéo do produto final, como nos trabalhos de KUNDA et al. (2015) e ALFAGIH
et al. (2015) que utilizaram desta ferramenta para determinar as condi¢des de preparo
de nanoparticulas de poli-(glicerol adipato-co-w-pentadecalactona) (PGA-co-PDL) que

resultassem em nanoparticulas com o tamanho desejado.
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2.5.Vacinacao pulmonar

Os pulmdes tém sido utilizados como via de entrega de medicamentos ha
milénios. Registros arqueoldgicos mostram que aproximadamente 4000 anos atras, na
india, individuos inalavam folhas de Atropa belladona para tratar a tosse. Bem mais
recentemente, nos séculos 19 e 20, pessoas que sofriam com asma fumavam cigarros
com tabaco e p6 de estramdnio para aliviar os sintomas da doenca (LABIRIS;
DOLOVICH, 2003). Atualmente, vacinacdo pulmonar tem recebido atencao por permitir
a imunizacdo sistémica e de mucosas. Esta rota € acessivel, pouco invasiva, tem
elevada area superficial e favorece a estabilidade das vacinas administradas. A
vacinacdo pulmonar evita ainda o uso de agulhas, representando um risco menor para
guem administra a vacina e também para quem a recebe.

A maioria das vacinas atualmente em uso é administrada por rota parenteral
através de injecdo intramuscular ou subcutanea. A administracdo parenteral possui
diversas desvantagens, como risco de ferimentos ao paciente e ao administrador
durante a aplicacdo da vacina, transmissdo de doencas caso o material ndo esteja
corretamente esterilizado e producdo de residuos perfurocortantes. Além disso, a
maioria das formulagBes vacinais de administracdo parenteral disponiveis requer
constante armazenamento em baixa temperatura para manter sua integridade, o que
dificulta as campanhas de imunizacdo em locais sem distribuicdo de energia e aumenta
0 custo do armazenamento das vacinas (CARSTENS, 2009). Desta forma, novas rotas
de administracdo e formulacdes vacinais mais estaveis tém sido estudadas. A
vacinacdo pulmonar oferece diversas vantagens sobre a vacinacdo parenteral e sobre
outras rotas de imunizacdo de mucosa. O alto titulo de anticorpos de mucosa
produzidos no trato respiratorio confere protecdo imediata no local de infeccédo contra
patdgenos que entram pelos pulmdes. Embora a vacinacdo nasal também induza
resposta sistémica e local, a imunizacdo pulmonar possui a vantagem de gerar
diferentes graus de resposta imune de acordo com a regido dos pulmdes para onde a
vacina é dirigida (TONNIS et al., 2012). Além disso, a grande area de superficie, a
intensa vascularizacédo e o epitélio fino do tecido pulmonar alveolar facilitam a entrega
sistémica de antigenos, reduzindo a dose necessaria para imunizacao eficaz (SOU et

al., 2011). Antigenos inalados de papilomavirus humano e polissacarideos
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pneumocadcicos induziram anticorpos especificos em pacientes e em voluntarios
humanos saudaveis (NARDELLI-HAEFLIGER et al., 2005; MENZEL et al., 2005).
MUFLIHAH et al. (2018) estudaram o uso de imunizacdo intranasal com virus da
influenza A recombinante contra M. tuberculosis. Uma Unica dose foi capaz de produzir
células T-CD4+ especificas contra o epitopo expresso e conferiu protecdo contra
infecgao por M. tuberculosis nos pulmdes

O sucesso para desenvolver uma vacina pulmonar depende primeiro de

conhecer a anatomia e o sistema imune dos pulmoes.

2.5.1 Anatomia dos pulmdes humanos

Os pulmdes humanos séo divididos pela membrana pleural em 5 lobos, 3 do
lado direito e 2 do lado esquerdo. Uma vez inalado, o ar passa pelo nariz ou pela boca
para a faringe, depois para traqueia e para os brénquios principais dos pulmdes direito
e esquerdo. Os bronquios principais se dividem em bronquios lobares e estes, por sua
vez, em brénquios segmentares, cada um distribuido em um segmento do pulmao. Os
brénquios segmentares continuam a se dividir, desta vez em bronquiolos (Figura 6).
Cada nova divisdo € denominada geracao. Estima-se que um pulmdo médio possua
cerca de 300 milhdes de alvéolos e uma area superficial de 80 a 90 m? (NETTER
2000).
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Figura 6: Divisdo entre brénquio, bronquiolo e alvéolos.
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Fonte: NETTER 2000.

Os alvéolos comecam a aparecer nas paredes das vias respiratorias a partir da
172 geracdo de bronquiolos, e a partir da 202 geracao, toda a parede é composta por
alvéolos. Na 232 geragdo os dutos alveolares terminam em pequenos sacos,

denominados sacos alveolares (Figura 7).
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Figura 7: Representacdo esquematica do pulmao humano e da divisdo de brénquios, bronquiolos e
alvéolos.
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Fonte: KUNDA et al., 2013.

A superficie das vias respiratérias € uma mucosa que consiste de células
epiteliais ciliadas intercaladas com células produtoras de muco (Figura 8). Esta
superficie suporta a producao local de anticorpos que ocorre na lamina propria. A
camada de muco superficial € a primeira barreira quando se deseja atingir o sistema
pulmonar, pois ela captura e remove material particulado e microrganismos. A remog¢ao
do muco é feita pelas células ciliadas, que empurram o muco em direcao a orofaringe
(LOPES; NORONHA; MAFORT, 2010). Contudo, particulas que consigam passar por
esta camada de muco e chegar aos alvéolos encontrardo uma camada de células
epiteliais coberta por um fino filme aquoso contendo surfactantes, que é ideal para a

absorcdo de drogas. Os alvéolos e os capilares pulmonares, por sua vez, sao
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separados por uma barreira composta de células endoteliais, espaco intersticial e
células pulmonares epiteliais (pneumdacitos). Os pneumacitos sao divididos em 2 tipos, |
e Il. Os pneumdcitos tipo | sdo achatados e recobrem a superficie alveolar, enquanto
os do tipo Il séo irregulares e contém corpos lamelares, que sdo secretados como
surfactantes (EFFROS 2006) (Figura 8).

Figura 8: Diagrama das ramifica¢cdes dos pulmdes e das camadas que formam os tecidos pulmonares.

Na direita, acima, estdo representadas as células ciliadas e a camada de muco. Abaixo esta a
representacao do epitélio alveolar.

Ciliated cells

s Secreted mucus

gzgszmg Direction of mucus
|

transport
(5-10 um) "
Lung
parenchyma Pericilliary fluid
(1-5 um) layer

Surfactant

sacrating cells

_ Alveclar
macrophage

“._ Alveolar
epithelum

TRENDS m Butechmungy

Fonte: SOU et al., 2011

2.5.2 Sistemaimune pulmonar

Os sistemas imunes pulmonar, nasal, oral e urogenital correspondem a 80% dos
imundcitos humanos, os quais podem se acumular ou transitar entre diversos tecidos
linfoides associados a mucosas (TLAM). O sistema imune de mucosas possui trés
fungBes principais: 1) proteger as membranas mucosas da colonizacdo e invasédo de
microrganismos com as quais elas entrem em contato; 2) prevenir a internalizacéo de
antigenos nado degradados, por exemplo, derivados de alimentos, microrganismos

comensais e de material aspirado; 3) prevenir o desenvolvimento de resposta imune
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potencialmente perigosa caso estes antigenos atinjam o interior do corpo. O TLAM é
composto por compartimentos linfoides anatomicamente bem definidos. Estes
compartimentos sdo povoados por células B e T fenotipicamente e funcionalmente
distintas, além de subpopulacbes de células acessérias. Ele também contém
acumulados difusos de células linfoides no parénquima de 6rgaos mucosos e glandulas
exocrinas (HOLMGREN; CZERKINSKY 2005).

A imunizacdo de mucosas é capaz de gerar imunidade de memoria através da
producdo de IgA, anticorpo capaz de cruzar o epitélio e prevenir a entrada de futuros
patdgenos. Além disso, linfécitos estimulados por antigenos em contato com mucosas
sdo capazes de migrar através de linfonodos regionais e pelo duto toraxico para a
corrente sanguinea e para outras regiées de mucosa, onde estimulam a producéo de
IgA, formando o chamado Sistema Imune Comum de Mucosas (MCGHEE et al., 1994).

O epitélio pulmonar representa uma barreira importante na prote¢do contra
patdgenos inalados. A camada de muco que recobre o epitélio das vias respiratérias
contem quimiocinas, citocinas e agentes antimicrobianos que evitam a colonizacdo de
microrganismos. Ja& macrofagos e células dendriticas (DC, da sigla em inglés)
pulmonares desempenham um papel importante na tanto na resposta imune inata
como na adaptativa (KUNDA et al., 2013). Macrofagos alveolares estdo presentes em
grande quantidade na periferia e no intersticio dos pulmdes, enquanto DC séo
encontradas no epitélio que cobre as vias aéreas, na submucosa encontrada abaixo
deste epitélio, dentro das paredes dos septos alveolares e na superficie dos alvéolos.
O tecido linfoide associado aos brénquios (TLAB) € o componente pulmonar do TLAM
e se localiza principalmente nas bifurcagfes dos bronquios. A resposta imune humoral
promovida pelo TLAB é composta por IgA secretada tanto localmente quanto por
células B derivadas do TLAB e que migraram para mucosas distantes. Resposta de
células-T locais também ja foi observada. Desta forma, o TLAB pode ser considerado
como um analogo funcional aos agregados linfoides presentes nas mucosas do
intestino e, portanto, como parte do TLAM (HOLMGREN; CZERKINSKY 2005).

Apesar de a resposta imune humoral adaptativa no TLAM ser mediada
principalmente por IgA, IgM e IgG produzidos localmente, no trato respiratorio inferior
encontra-se também IgG derivada do soro, qgue migra da corrente sanguinea para 0s

pulmbes. De fato, o principal mecanismo da resposta imune induzida por vacinas
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injetaveis contra influenza e S. pneumoniae é formada por anticorpos no soro,
especialmente IgG, que evita estes patdgenos se espalhem pelo organismo, além de
gerar protecdo local na mucosa do trato respiratorio inferior (HOLMGREN;
CZERKINSKY 2005).

2.5.3 Modelos animais para entrega de drogas nos pulmdes

Modelos animais permitem avaliar a eficiéncia e a seguranca de uma grande
variedade de vacinas e drogas, algo que ndo seria viavel em voluntarios humanos.
Camundongos e cobaias sao frequentemente utilizados em estudos de entrega de
drogas nos pulmdes e sao bons modelos para diversas doencas respiratérias. O custo
destes animais é comparativamente menor do que aquele de animais maiores, 0 que
permite que um numero maior seja utilizado por experimento, dando maior robustez a
analise estatistica dos resultados. A eutanasia destes animais é simples e a remocao
de tecidos é facil, e doses pequenas podem sdo capazes de gerar respostas
quantificaveis. Cobaias em especial sdo bons modelos de broncoconstricdo e
broncodilatacéo, pois seu trato respiratério € mais parecido com o humano do que o de
outros pequenos roedores, particularmente no que diz respeito a resposta inflamatoria
(CRYAN; SIVADAS; GARCIA-CONTRERAS 2007). Camundongos, embora néo
tenham pulmdes tdo parecidos com os humanos quanto cobaias, sdo utilizados no
estudo de uma série de doencas como enfisema (KURAKI et al 2002), influenza
(HUANG et al., 2004) e fibrose pulmonar (SPOND et al., 2003).

Estudos de vacinacédo pulmonar em camundongos sugerem que a vacina deva
atingir as vias respiratérias inferiores para gerar uma resposta imune robusta, e por
isso as diferencas nas divisdes das vias respiratérias humana e dos roedores deve ser
levada em consideracdo quando for necessario mudar de um modelo para o outro
(SOU 2011). A Tabela 3, abaixo, descreve as principais diferencas entre as vias
respiratorias de humanos e de outros animais comumente utilizados em laboratorio,
enquanto a Figura 9 compara o trato respiratério de humanos e camundongos. A
despeito das diferengas com respeito aos humanos, camundongos continuam a ser
muito utilizados como modelo para a entrega de drogas nos pulmdes (CRYAN;
SIVADAS; GARCIA-CONTRERAS 2007).
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Tabela 3: Comparacédo entre as vias respiratérias de humanos e outros animais utilizados em laboratorio

Massa Ramificagéo Traqueia P . o L Vias respiratérias
. ) A Bronquios  Bifurcagdes principais das .
Animal corporal das vias Largura/Diametro - . S (Razéo
g . traqueais vias respiratorias "
média aéreas (cm) Largura/diametro)
Humano 80 kg Rel_atl\{amente 12/2 Muito Aflad~a5 nas prlmelr’as_lo 2.2
simétricas raros geragOes, cegas apos isso
Camundongo 0,3 kg Fortemen_te 2.3/0,26 Raros Muito afl/adas e mung altas 15
monopodial através dos pulmdes
Cobaia 1 kg Monopodial 57104 Ausentes Muito afiadas e altas 1,7
Coelho 4,5 kg Fortemen_te 6/0,5 Ausentes Afiadas 1,9
monopodial
Beagle 10 kg Fortemen_te 17/1,6 Ausentes Bifurcagbes traqueais 13
monopodial cegas
Macaco 2 kg Monopodial 3/03 Ausentes Misto entre afiadas e 2,6
Rhesus cegas

Fonte: Adaptado de CRYAN; SIVADAS; GARCIA-CONTRERAS (2007)

Espécies maiores, como coelhos, cdes, ovinos e primatas sdo utilizadas quando

€ necessario administrar volumes maiores de drogas ou recolher volumes maiores de

fluidos durante longos periodos, ou ainda para estudos de cinética de inalacao

(SAKAGAMI 2006). Dentre exemplos de aplicacdo desses modelos, pode-se citar 0 uso

de modelos caninos para estudar a entrega de insulina nos pulmdes, o uso de macacos

e outros primatas ndo humanos na entrega de vacinas pulmonares e drogas para

tratamento de fibrose cistica e de ovelhas como modelo para ferimentos nos pulmdes
(CRYAN; SIVADAS; GARCIA-CONTRERAS 2007).
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Figura 9: Comparacao entre a estrutura e o epitélio das vias aéreas de camundongos e de humanos
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Fonte: ROCK; RANDELL; HOGAN 2010.

2.6. Vacinas de nanoparticulas

A nanotecnologia permite a producdo de nanoparticulas de composicao,
tamanho, forma e propriedades fisico-quimicas variadas. Por terem tamanho
comparavel ao de componentes celulares, nanoparticulas podem ser internalizadas
pelas células utilizando mecanismos celulares de endocitose. O uso de nanoparticulas
em vacinas terapéuticas e profilaticas tem aumentado nos ultimos anos (MAMO;
POLAND 2012) como uma forma de proteger e entregar os antigenos a alvos
especificos, como células dendriticas pulmonares, e/ou como adjuvantes para
aumentar a imunogenicidade dos antigenos, permitindo diminuir sua concentragdo na
vacina (KUNDA et al.,, 2013). As nanoparticulas proporcionam um ambiente estavel
para os antigenos, protegendo-os de mudancas de temperatura e umidade, 0 que evita

sua degradacgao durante a armazenagem e a imunizacgéo, potencialmente dispensando
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0 armazenamento a frio e proporcionando rotas alternativas para a imunizacdo que nao

a parenteral.

2.6.1 Nanoparticulas poliméricas

Uma grande variedade de polimeros sintéticos tem sido usada na producéo de
nanoparticulas, como o poli-(d-L-lactideo-co-glicolideo) (PLG), &cido poli-(d-L-latico-
glicolico) (PLGA), &cido poli-(gama-glutamico) (g-PGA), polietilenoglicol (PEG) e
poliestireno. Nanoparticulas de PLG e PLGA tém sido extensamente estudadas devido
a sua biocompatibilidade e biodegradabilidade (PEEK; MIDDAUGH; BERKLAND 2008;
DANHIER et al.,, 2012). PLGA foi utilizado na imunizacdo contra Bacilus anthracis
(MANISH et al., 2013) e virus da hepatite B (THOMAS et al., 2011). Nanoparticulas de
poliestireno podem ser conjugadas a uma variedade de antigenos e podem ter sua
superficie modificada com diversos grupos funcionais (KALKANIDIS et al., 2006).
Nanoparticulas de quitosana, por sua biodegradabilidade, atoxicicidade,
biocompatibilidade e capacidade de ser facilmente modificada tém sido bastante
estudadas e usadas na preparacdo de vacinas diversas, incluindo vacinas contra
hepatite B (BORGES et al., 2008) e vacinas de DNA (NANDA et al., 2012; FENG et al.,
2013). Dois polimeros foram escolhidos para a producédo de nanoparticulas carregadas
com PspA4Pro para a vacinagcdo pulmonar: poli-(glicerol  adipato-co-w-
pentadecalactona) (PGA-co-PDL) e acido poli-(d-L-latico-glicélico) (PLGA).

2.6.2. Poli-(glicerol adipato-co-w-pentadecalactona)

PGA-co-PDL é um polimero biodegradavel, sintetizado pela reacdo de
copolimerizagdo de monbmeros ativados de w-pentadecalactona e de glicerol,
catalisada por uma lipase de Candida albicans. Embora PGA-co-PDL seja um polimero
relativamente pouco estudado quando comparado a outros ja largamente utilizados na
producdo de nanoparticulas, como o PLGA, ele apresenta vantagens quando
empregado na imunizagéo pulmonar.

Nanoparticulas de PGA-co-PDL se mostraram carregadoras promissoras para
macromoléculas (TAWFEEK et al., 2010), drogas hidrofilicas (PURI et al., 2008) e
hidrofobicas (THOMPSON et al., 2007). Microparticulas de PGA-co-PDL envoltas em L-
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leucina foram capazes de entregar a proteina fluoresceina nos pulmdes com elevada
eficiéncia de encapsulacdo, mesmo havendo deposi¢cao de microparticulas no inalador
e nas vias aéreas superiores, e com citotoxicidade menor do que a de microparticulas
compostas de PLGA (TAWFEEK et al., 2011). Em outro trabalho, desta vez envolvendo
a producao de nanoparticulas de PGA-co-PDL com BSA adsorvida, o tamanho das
nanoparticulas de PGA-co-PDL variou entre 120 nm e 450 nm, de acordo com as
condi¢cdes de producdo, aumentando em até 100 nm apos a adsor¢cdo da proteina
(KUNDA et al., 2015). Uma vez que o tamanho ideal para a captacdo de nanoparticulas
pelas células dendriticas dos pulmdes varia entre 200 nm e 500 nm, as nanoparticulas
de PGA-co-PDL seriam uma forma viadvel de apresentacdo de antigenos a estas
células. Outro estudo mostrou que PspA4Pro liberada de nanoparticulas de PGA-co-
PDL manteve sua atividade biolégica, com retencédo de mais de 85% de sua estrutura
original, medida via dicroismo circular (KUNDA et al., 2015). Tais resultados, assim
como o trabalho de RODRIGUES et al. (2018), mostram que as nanoparticulas de
PGA-co-PDL carregadas com antigenos pneumocdécicos poderiam ser empregadas na

imunizacao pulmonar contra S. pneumoniae.

2.6.3. Acido poli-(latico-co-acido glicélico) (PLGA)

O &cido poli-(latico-co-acido glicélico) € um polimero largamente utilizado pela
industria farmacéutica por ser biodegradavel e biocompativel, ja que seu metabolismo
leva a formacdo de &cido latico e &cido glicélico, dois mondmeros enddgenos e
facilmente metabolizados pelo corpo através do ciclo de Krebs, o que confere ao PLGA
baixa toxicidade (KUMARI; YADAV; YADAV 2010). O PLGA é sintetizado pela
copolimerizagdo de abertura de anéis de mondémeros de &cido latico e acido glicélico.
Estes mondmeros se ligam por ligages éster, formando um poliéster alifatico linear
(GENTILE, et al., 2014).

Uma grande vantagem do uso do PLGA € o fato dele ja ser aprovado pela Food
and Drug Administration (FDA) dos Estados Unidos e pela European Medicines Agency
(EMA) como sistema de entrega de medicamentos em humanos, o que facilita a
aprovacado de novas vacinas e medicamentos que empreguem este polimero. Por

conta disso, ele também é facilmente obtido comercialmente com varias massas
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moleculares e composicdo de copolimeros, diferente do PGA-co-PDL, que teve de ser
sintetizado pela equipe do nosso colaborador, Prof. Dr. Imran Saleem, no
Departamento de Farmécia da Liverpool John Moores University para ser utilizado
neste trabalho.

Diversos trabalhos ja descreveram com sucesso a producdo de nanoparticulas
de PLGA contendo antigenos como proteinas, peptideos, lipopeptideos e acidos
nucleicos. CLAWSON et al. (2010) demonstraram que o peptideo imunoestimulatorio
Hp91 encapsulado em nanoparticulas de PLGA né&o so6 foi capaz de ativar células
dendriticas humanas e de camundongos, como foi 5 vezes mais potente do que o
peptideo livre. J& TIAN e YU (2011) observaram que nanoparticulas de PLGA foram
carregadores promissores para vacinas de DNA plasmidial contra doenca linfocistica
em peixes apds imunizacdo oral. PRASAD et al. (2011) utilizaram uma linhagem de
células de carcinoma escamoso de pescoco e cabeca para produzir nanoparticulas de
PLGA contendo antigenos associados ao tumor. Células dendriticas coletadas do
sangue de pacientes foram cultivadas com NP carregadas com antigenos tumorais e
utilizadas para estimular células TCD8+, e estas células TCD8+, ap06s o estimulo,
apresentaram aumento significativo na producao de IFN-y.

2.6.4. Quitosana

Quitosana [(1,4)-2-amino-2-deoxi-D-glucana] € um poliaminossacarideo linear
obtido pela desacetilacdo da quitina, um biopolimero natural encontrado no
exoesqueleto de artrépodes, como insetos e crustaceos, na parede celular de fungos e
no bico e nas conchas internas de cefalopodes. Na medicina a quitosana tem sido
utilizada com sucesso na producao de bandagens para reducao de sangramento, pois
possui acdo coagulante, e como agente antibacteriano (GHADI et al., 2014). Por ser
biodegradavel e atoxica, a quitosana possui potencial para ser utilizada em sistemas de
entregas de drogas e vacinas. Insoluvel em meio neutro e basico, a quitosana adquire
carga positiva em meio acido gracas a protonacdo de grupos amino livres. Por isso,
particulas de quitosana, que mantém sua integridade em meios neutros e basicos,

podem ser utilizadas para entregar drogas e antigenos em um ambiente acido, onde a
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particula se degradaria e liberaria seu conteudo. Sistemas de entrega de drogas
baseados em quitosana incluem esponjas, filmes, microesferas e nanoparticulas.

Uma propriedade particularmente Gtil da quitosana é sua capacidade de facilitar
o transporte paracelular e transcelular de drogas, facilitando sua penetracdo no epitélio
(Figura 10). A quitosana interage formando um complexo com o0 muco através de
interacOes ibnicas, de hidrogénio e hidrofobicas. Por conta disso e por sua baixa
toxicidade, nanoparticulas de quitosana séo veiculos promissores para a entrega de
drogas através de mucosas (MOHAMMED, et al., 2017).

Figura 10: Representacdo esquematica de nanoparticulas de quitosana atravessando o epitélio via
transporte paracelular e transcelular
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Fonte: MOHAMMED, et al., 2017

Como exemplos do uso de nanoparticulas de quitosana para entrega de
medicamentos estdo o trabalho de BARBIERI et al. (2015), que mostrou que
nanoparticulas de lecitina-quitosana contendo Tamoxifeno, um medicamento
anticancer, administrado via oral, aumentaram a absor¢do do medicamento no epitélio
intestinal. FENG et al. (2013) prepararam nanoparticulas de quitosana e de
carboximetilquitosana com cloridrato de doxorubicina (DOX), também para
administracdo oral, e observaram que as nanoparticulas aumentaram a absorcdo de

DOX no intestino delgado. A biodisponibilidade do DOX entregue pelas nanoparticulas
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foi de 42%, seis vezes maior do que aquela do medicamento administrado sozinho.
WANG et al. (2013) prepararam nanoparticulas de PLGA e de PLGA com quitosana
ligada a superficie, ambas com exedina-4, utilizada no tratamento de diabetes tipo 2.
Estas particulas foram avaliadas in vitro e in vivo para medir a permeabilidade
transmembrana. Os estudos in vitro mostraram que o coeficiente de permeabilidade
das nanoparticulas com quitosana foi praticamente o dobro daquele das particulas sem
guitosana, enquanto os estudos in vivo mostraram niveis mais altos da droga no
sangue dos animais que receberam as nanoparticulas de PLGA com quitosana do que
nagueles que receberam apenas PLGA.

Embora neste trabalho ndo sejam produzidas nanoparticulas feitas inteiramente
de quitosana, espera-se que a adicdo deste polimero as nanoparticulas feitas de PLGA
e de PGA-co-PDL aumente o efeito adjuvante destas particulas, melhorando a resposta

contra a infec¢ao pelo pneumococo.
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3. OBJETIVOS

Este trabalho se propde a desenvolver uma nova vacina pneumocécica
destinada & imunizagao pulmonar na forma de microparticulas contendo nanoparticulas
compostas de polimeros biocompativeis e biodegradaveis, poli-(glicerol adipato-co-
pentadecalactona) (PGA-coPDL), poli-(acido latico-co-acido glicolico) (PLGA) e
guitosana, carregadas com proteinas do pneumococo. Para atingir este objetivo, 0

projeto foi dividido em trés etapas:

1. Obtencédo dos antigenos pneumocécicos
1.1.Obter o clone produtor da PdT
1.2. Otimizar a purificacdo da PspA4Pro
2. Producao e avaliacdo das nanoparticulas e das microparticulas
2.1.Determinar a estrutura das nanoparticulas obtidas
2.2.Analisar a integridade do antigeno ligado as nanoparticulas
2.3.Avaliar a toxicidade das nanoparticulas
3. Avaliagdo in vitro e in vivo destas particulas
3.1.Determinar o potencial das microparticulas para estimular células dendriticas
3.2.Avaliar a acao protetora das microparticulas em camundongos
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1.Clonagem e producéo da PdT

4.1.1. Obtencdo do gene da PdT por PCR

Para obter o gene da PdT foi realizado um PCR utilizando como molde o
plasmideo pET28+PspA-PdT, construido para a producdo do hibrido PspA-PdT
(KRASCHOWETZ., 2018. Os primers (Tabela 4) foram desenhados com base na
sequéncia da PdT, sem cauda de histidina, incluindo os sitios de restricido para
insercdo no plasmideo e o codon de terminacdo, com a ajuda da calculadora de
temperatura de melting e annealing online da New England Biolabs (NEW ENGLAND
BIOLABS, 2014) e confeccionados pela empresa DNA Express Biotecnologia. Ambos

0s primers possuem aproximadamente 40% GC e temperatura de anelamento de 60°C.

Para a reacdo de PCR foi utilizada uma polimerase de alta-fidelidade (Platinum
Tag DNA polymerase high fidelity, Invitrogen). O gene da PdT foi amplificado em um
termociclador nas seguintes condi¢des: 4 min a 94°C, 30 ciclos de 94°C por 1 min,
50°C por 2 min e 68°C por 2 min. Foram testadas duas concentracdes de MgSQy, 2,0
mM e 3,5 mM. Os produtos de PCR foram analisados através de eletroforese em gel de
agarose 0,8%. As bandas do gel foram purificadas utilizando-se kit de purificagdo GFX
PCR DNA and Gel Band Purification Kit (GE Healthcare).

Tabela 4: Primers utilizados na amplificagdo do gene da PdT a partir do plasmideo pET-28+PspA-PdT

Primer foward ‘ 5' TAGCCATGGCAAATAAAGC 3'

Primer Reverso ‘ 5" CTCGAGTTAGTCATTTTCTACC 3

4.1.2. Clonagem do gene da PdT

O produto da reacdo de PCR foi ligado ao vetor de clonagem pGEM-T easy
vector (Promega). Células competentes de E. coli DH5a foram transformadas com a
reacao de ligacdo de pGEM-T+PdT. Para tanto, foi empregado um tubo com 50 pL de
E. coli DH5a quimiocompetente armazenado a -80 °C. Adicionou-se ao tubo com as

células 5 pL da reacdo de ligacdo. O frasco foi encubado por 30 min no gelo e em
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seguida aquecido a 42°C por 2 min e, por fim, transferido novamente para o gelo por
mais 2 min.

Apos o choque térmico, foram adicionados 450 pL de meio LB e incubou-se a 37
°C por 40 min. Entdo 50 pL da cultura foram plaqueados em placas de LBagar +
ampicilina (20 pg/mL) + X-gal, que foram incubadas overnight a 37 °C. As colbnias com
o inserto foram selecionadas com base em sua cor. A insercao do produto de PCR no
pPGEM-T easy causa a inativacdo do gene produtor da beta-galactosidase. Sem esta
enzima as colb6nias apresentam coloragdo esbranquicada, enquanto as colonias
produtoras da beta-galactosidase sdo azuladas. Cinco coldnias brancas e uma colbnia
azul foram cultivadas overnight a 37°C em 5 mL de meio LB + ampicilina. Foram feitas
minipreparacdes (minipreps) destes cultivos e os plasmideos purificados foram
submetidos a andlise de restricdo e aplicados em um gel de agarose 0,8%.

Os plasmideos com o perfil de restricdo correto foram submetidos ao
sequenciamento. A miniprep das colonias foi feita com kit de purificacdo lllustra
plasmidPrep Mini Spin Kit (GE Healthcare). A analise de restricdo foi realizada com
enzimas Nco | e Xho |, que cortam o plasmideo liberando o inserto, e com Eco RI, que
libera o inserto e ainda possui um sitio interno no gene da PdT.

Confirmada a sequéncia, o pGEM-T+PdT foi digerido com Nco | e Xho | e 0 gene
da PdT foi purificado do gel de agarose utilizando o mesmo kit descrito no item 4.1.1.
Ao mesmo tempo o plasmideo pET-28a (Novagen) foi digerido com as enzimas Nco | e
Xho | e também purificado do gel. Por fim, o inserto foi ligado ao pET-28a e a reacéo de
ligagcdo empregada para transformar E. coli DH5a, que foi entdo cultivada overnight,
37°C, em placa de LBagar+canamicina (50 pg/mL). No dia seguinte uma colénia
isolada foi cultivada overnight em meio LB+canamicina para realizagdo da miniprep.
Por fim, E. coli BL21 (DE3) foi transformada com o pET-28a+PdT e cultivada em placa
de LB&gar+canamicina, overnight, a 37°C. Verificada a presenca de colbnias, avaliou-

se a expressao do gene da PdT em cultivos em frasco.
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4.1.3. Teste de expressdo do gene da PdT

Quatro clones foram selecionados e cultivados em tubos de 50 mL com 5 mL de
meio LB+canamicina. Estes frascos foram incubados em shaker, overnight, a 30°C e
300 rpm. No dia seguinte mediu-se a densidade 6tica a 600nm (DO600) de cada tubo.

Em quatro frascos de 300 mL contendo 30 mL de meio LB+canamicina foram
adicionados volumes de cada inéculo de modo que cada frasco tivesse DO600 inicial
igual a 0,1. Os frascos foram cultivados em shaker a 300 rpm e 37°C. Amostras de 1,0
mL foram retiradas de hora em hora e a inducédo com IPTG 1,0 mM foi feita quando o
cultivo atingiu DO600 préxima a 1,0. O cultivo continuou por 4 h ap6s a indugédo. As
amostras pré e pos-inducéo foram centrifugadas e o pellet foi separado para verificacdo
da expressao da proteina por SDS-PAGE e densitometria e por western blot. Através
da porcentagem da banda da PdT no SDS-PAGE, determinada por densitometria,
identificou-se qual dos clones produziu maior quantidade de PdT. O clone selecionado
foi cultivado em meio LB-canamicina e armazenado em glicerol 30% a -80°C para
futuros cultivos.

Para a realizacdo de cada western blot foram feitos dois géis SDS-PAGE
idénticos: um para prosseguir com a analise e outro utilizado como controle. As
proteinas de um dos géis foram transferidas para membrana de nitrocelulose na
presenca de tampéao Bjerrum Schafer-Nielsen (Tris 48mM, glicina 39mM, 20% metanol,
pH9,2) em sistema semi-seco por 80 min e 20 V. A membrana foi corada com solucéo
Ponceau para visualizagdo da transferéncia e indicacdo com lapis das bandas do
padrao de massa molecular. Em seguida a membrana foi incubada em solugéo de
bloqueio (solucdo salina tamponada com fosfato (PBS) com 5% leite desnatado)
overnight. A incubacdo da membrana com anticorpo primario (soro anti-extrato total de
pneumococo produzido em coelho diluido na propor¢éao de 1/2000 em PBS com 5% de
leite desnatado) foi feita por 90 min e entdo a membrana foi lavada 3 vezes por 10 min
com PBS+Tween20 0,5% (PBS-T). A incubacdo com anticorpo secundério (anti-lgG de
coelho conjugado com peroxidase, Sigma Aldrich) também foi realizada por 90 min e a
membrana foi lavada novamente por 3 vezes, 10 min cada, com solucdo de bloqueio e
uma vez com agua destilada. A peroxidase foi revelada utilizando o kit ECL Prime
Western Bloting Detection Reagent (GE Lifescience) e revelado em um Analisador
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Luminescente de Imagem (ImageQuant LAS 4000, GE Lifescience). O soro anti-extrato
total de pneumococo foi gentilmente cedido pelo Dr. Richard Malley, Boston Children’s
Hospital, EUA.

4.2.Purificacdo da PspA4Pro

A producao da PspA4Pro em biorreatores foi feita pela equipe da Dra. Teresa
Cristina Zangirolami, do Departamento de Engenharia Quimica da Universidade
Federal de Sdo Carlos. Os cultivos foram centrifugados e o pellet foi congelado a -80
°C e enviado para o Instituto Butantan nas condi¢cdes adequadas para a purificacdo. O
processo de purificacdo foi baseado no trabalho de FIGUEIREDO (2014), que
desenvolveu um processo de purificacdo para PspA4Pro baseado na precipitacao de
contaminantes com detergente catibnico brometo de cetiltrimetilamonio (CTAB),
seguida de etapas de cromatografia de troca ibnica. Neste trabalho procurou-se
melhorar este processo de purificacdo utilizando-se a ferramenta de delineamento
experimental para otimizar a etapa de clarificacdo com CTAB, além de realizar algumas
alteracdes nas etapas cromatograficas, visando obter a proteina com alto grau de
pureza. Ruptura celular

Como a PspA4Pro foi obtida no citoplasma, a primeira etapa do processo de
purificacdo é a ruptura das células para liberacdo da proteina. Esta etapa foi feita de
acordo com FIGUEIREDO (2014). Resumidamente, 100 g de biomassa congelada
foram ressuspendidas em 1 L de tampdao de lise: NaH2PO4 1mM pH6,5 + EDTA 2,5
mM com 0,1%(p/v) do detergente neutro Triton X-100 e 1mM do inibidor de proteases
fluoreto de fenilmetilsulfonil (PMSF), a cerca de 4°C e 11.000 rpm, utilizando um
homogeneizador de pas do modelo X-520 (Ingenieurbiro CAT M. Zipperer GmbH), até
nao haver mais grumos visiveis. A suspensdo bacteriana foi colocada em um funil
encamisado acoplado ao homogeneizador continuo de alta pressdo (APV GAULIN)
com a saida refrigerada por meio de um trocador de calor do tipo casco e tubo. A
temperatura do refrigerante ajustada para 4°C, a pressao de trabalho foi de 500 bar
com fluxo de amostra de 1 L/min. A amostra foi recirculada em loop fechado durante 6
min e ao final foi empurrada com 500 mL de tamp&o de lise. A fracdo recolhida do

homogeneizador foi nomeada Homogenato.
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4.2.1. Delineamento experimental para otimizacdo da etapa de clarificacao
da PspA4Pro

A fim de melhorar a recuperagcdo e aumentar a remocao de contaminantes
durante a etapa de clarificacdo, realizou-se um delineamento experimental para estudar
a influéncia de diversas variaveis na remocdo de proteinas, acidos nucleicos e
polissacarideos e na recuperacéo e pureza da PspA4Pro durante esta etapa. Para tal,
seis variaveis de interesse foram selecionadas: concentragdo de CTAB (%v/v),
agitacao (rpm), temperatura (°C), concentracédo de biomassa (g/L), concentracéo salina
(mM NaCl) e pH. Com estas seis variaveis foi montada uma matriz Plackett & Burman

(PB) de 12 ensaios mais 3 pontos centrais (Tabela 5).

Tabela 5: Descricao das condi¢Bes dos ensaios da matriz Plackett& Burman de 12 ensaios - PB12

Ensaios  pH CTAB [biomassa] [Salina] Agitagdo Temp. pH  CTAB(%) [biomassa] [Salina] Agitagdo Temp.

(%) (g/L) (mM)  (pm)  (°C) (g/L) (mM) (rpm) Q)

1 1 1 1 1 1 75 0,08 100 10 75 15
2 1 1 1 1 1 175 0.2 30 50 75 15
3 11 1 1 1 1 65 0.2 100 10 175 15
4 1 1 1 1 1 75 008 100 50 75 30
5 1 1 1 1 1 175 0,2 30 50 175 15
6 1 1 1 1 1 1 75 0.2 100 10 175 30
7 11 1 1 1 1 65 0.2 100 50 75 30
8 1 1 1 1 1 1 65 0,08 100 50 175 15
9 14 1 1 1 1 65 008 30 50 175 30
10 1 1 1 1 1 75 008 30 10 175 30
11 11 1 1 1 1 65 0.2 30 10 75 30
12 1 1 1 1 1 1 65 0,08 30 10 75 15
CP eon”ttrgl 0 0 0 0 0 70 0,14 65 30 120 22,5

Para este experimento, 100 g de pellet congelado de E. coli BL21 +
pPET28PspA4Pro foram ressuspendidos em 700 mL de tampéao de lise. O homogenato

foi obtido como descrito no item 4.2.1 e foi aliquotado em 15 fragbes que foram
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ajustadas de acordo com as condicdes estabelecidas nos 12 ensaios e nos 3 pontos
centrais (Tabela 5). Apds incubacgéo por 1 h na temperatura e agitacdo desejadas, as
amostras foram centrifugadas e o sobrenadante quantificado para proteinas totais pelo
método de Lowry utilizando o kit de quantificacdo de proteinas DC Protein Assay
(BioRad), a pureza da PspA4Pro foi determinada pela porcentagem da banda da
proteina em SDS-PAGE medida por densitometria, acidos nucleicos foram
determinados pela absorbancia a 260 nm medida em espectofotometro, considerando
que A260nm = 1,0 corresponde a 50 pg/mL de &cidos nucleicos, e polissacarideos
totais foram medidos pelo método fenolsulfurico (DUBOIS et al.,, 1951). A analise

estatistica dos resultados foi feita com o programa Protimiza Experimental Design.

Determinadas quais das variaveis iniciais influenciaram significativamente a
clarificacédo (p<0,05), realizou-se um delineamento composto central rotacional (DCCR)
com trés variaveis em dois niveis (2% com 6 pontos axiais e 3 pontos centrais, de modo
a gerar superficies de reposta que indicassem os valores 6timos destas variaveis. Os
fatores que néo influenciaram significativamente na clarificacdo tiveram os valores

fixados. A Tabela 6 descreve a matriz utilizada.

Tabela 6: Descricdo das condi¢cdes dos ensaios da matriz do DCCR 23 com 6 pontos axiais e 3 pontos

centrais

Ensaios CTAB(%) [biomassa] Agitacdo CTAB(%) [biomassa] Agitacdo [Salina] Temp

(g/L) (rpm) (g/L) (rpm)  (mM)  (°C)
1 1 1 1 0,08 44,2 75 10 25 65
2 1 1 1 0.2 44,2 75 10 25 65
3 1 1 1 0,08 85,8 75 10 25 65
4 1 1 1 0.2 85,8 75 10 25 65
5 1 1 1 0,08 44,2 175 10 25 65
6 1 1 1 0.2 44,2 175 10 25 65
7 1 1 1 0,08 85,8 175 10 25 65
8 1 1 1 0.2 85,8 175 10 25 65
9 1,68 0 0 0,04 65 125 10 25 65
10 1,68 0 0 0,24 65 125 10 25 65
11 0 11,68 0 0,14 30 125 10 25 65
12 0 1,68 0 0,14 100 125 10 25 65
13 0 0 11,68 0,14 65 a1 10 25 65
14 0 0 1,68 0,14 65 209 10 25 65
Ponto 0 0 0 0,14 65 125 10 25 65

Central
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A biomassa foi rompida nas mesmas condicdes do experimento anterior e 0
homogenato aliquotado para a realizacdo dos ensaios. A quantificacdo de proteinas
totais, acidos nucleicos, polissacarideos totais e pureza da PspA4Pro foram realizadas
pelos mesmos métodos do experimento anterior. As superficies de resposta também
foram geradas utilizando o programa Protimiza Experimental Design. Por fim, utilizando
0s modelos obtidos com o DCCR, foram determinadas quais seriam as condi¢cdes que
resultariam no melhor processo de clarificagdo possivel e essas condi¢cdes foram

avaliadas experimentalmente.

4.2.2. Clarificacao

Foram testadas duas estratégias distintas para a clarificagdo da PspA4Pro. A
primeira clarificacao foi feita de acordo com FIGUEIREDO (2014). Nela o Homogenato,
com concentracdo de 100 g/L, foi precipitado com 0,1% (v/v) de CTAB. Na segunda
clarificacdo, foram empregadas as condi¢cdes determinadas como 6timas pelos
resultados do planejamento experimental (item 4.2.2). Em ambos o0s casos, ap0s a
adicdo do detergente, a mistura permaneceu em agitacdo por 60 min e em seguida foi
centrifugada (17696 g, 90 min, 4 °C). O pellet foi descartado e o Clarificado seguiu para

as etapas cromatogréficas.

4.2.3. Cromatoqgrafia de troca anidbnica em Q-Sepharose

As cromatografias de troca anionica foram realizadas de acordo com
FIGUEIREDO (2014), com algumas modificacdes. Resumidamente, utilizou-se uma
resina Q-Sepharose Fast Flow empacotada em coluna XK 50/30 (diametro (&) = 50
mm e altura do leito cromatogréafico (Lc) = 13 cm) acoplada a um cromatografo Akta
Avant (GE Lifescience). O volume de coluna (VC) foi de 255 mL e o fluxo de trabalho
de 50 mL/min. A resina foi equilibrada com 5 VC de solucao de fosfato de sédio 10 mM
pH 6,5 (condutividade de 1,2 mS/cm) e reequilibrada com 5 VC da mesma solucao
apos a aplicagdo da amostra. As amostras aplicadas a resina tiveram o pH ajustado
para 6,5 e a condutividade ajustada com agua destilada para aproximadamente 1,5
mS/cm. Apos a aplicacdo da amostra e o reequilibrio realizou-se uma lavagem com
fosfato de sédio 10 mM pH 6,5 com 150 mM NaCl. A eluigdo foi feita com 5 VC de
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solucéo de fosfato de sodio 10 mM pH 6,5 com 300 mM NaCl. Apos a eluicéo foi feita
limpeza com fosfato de sédio 10 mM pH 6,5 com 1000 mM NaCl. A resina foi

regenerada com 3 VC de solugcdo de NaOH 100 mM.

4.2.4. Crioprecipitacdo a pH 4,0

O ponto isoelétrico (pl) tedrico da PspA4Pro € igual a 4,8. Desta forma, a
proteina recolhida da Q-sepharose em pH 6,5 deve ser acidificada antes de ser
aplicada a resina de troca cationica. Para isso, foi adicionado &cido acético glacial na
amostra até pH 4,0. Apos a adicdo do acido a amostra foi congelada a -20°C durante
24 h. ApGs o congelamento, a amostra foi descongelada e centrifugada (17696 g, 120
min, 4 °C) para remover o precipitado. O sobrenadante, denominado Crio-pH4,0, foi

aplicado na resina SP-Sepharose.

4.2 5. Cromatografia de troca catibnica em SP-Sepharose

A cromatografia de troca catidnica também foi feita de acordo com FIGUEIREDO
(2014). Utilizou-se uma resina SP-Sepharose 6 Fast Flow empacotada em coluna XK
26/20 (@ = 26 mm, Lc= 14 cm) e acoplada em um cromatografo Akta Avant. O VC foi
de 75 mL e o fluxo de trabalho utilizado foi de 12 mL/min. A resina foi equilibrada com 5
VC de tampéao acetato de sédio 25 mM com 300mM NaCl, pH 4,0 e reequilibrada com
5 VC da mesma solucao ap0s a aplicacdo da amostra. A lavagem foi feita com tampao
acetato de sodio pH 4,0 com 500 mM NacCl. A eluicéo foi feita com tampéo acetato de
sédio 25 mM pH 4,0 com 850 mM NaCl. A limpeza da resina foi feita com 1000 mM
NaCl em acetato-Na 25 mM pH 4,0 e a regeneracdo com 3 VC de uma solucdo de
NaOH 100 mM.

4.2.6. Parametros de avaliacdo dos processos de purificacdo da PspA4Pro

Para avaliar os processos de purificagdo foram calculados os seguintes
parametros: quantidade de proteinas totais, pureza da PspA4Pro, quantidade de
PspA4Pro, recuperacao global e por etapa da PspA4Pro e fator de purificacdo da
PspA4Pro, global e por etapa. A Tabela 7, abaixo, descreve como cada um destes

parametros foi calculado.
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Tabela 7: Parametros utilizados para determinar a eficiéncia do processo de purificacédo

Eq (n) Parametro Equacéo Legenda
Cp: Concentragéo de
proteinas (g/mL)
1 Proteinas Totais (g) Cp XV
V: Volume total da fracéo
(mL)
A PspA4Pro: area da banda
5 Pureza PspA4Pro A PspA4Pro x 100 de PspA4Pro
(%) X A bandas A bandas: areas das demais
bandas de proteinas no gel
3 Quantidade de P(g) X Pureza PspA4Pro(%) P(g): proteinas totais em
PspA4Pro(g) 100 gramas
PspA4Pro(g)n: quantidade
de PspA4Pro na etapa (n)
Recuperacéo geral
4 de PspA4Pro (%) PspA4Pro(g)n x 100 PspA4Pro(g)h: quantidade
PspA4Pro(g)h de PspA4Pro no
Homogenato
PspA4Pro(g)n: quantidade
Recuperagao por de PspA4Pro na etapa (n)
5 etapa de PspA4Pro PspA4Pro (g)y x 100 ;
p ) p PspAdPro(g) PspA4Pro(g)..: quantidade
(%) nt de PspA4Pro na etapa
anterior
PspA4Pro(%),: pureza da
PspA4Pro na etapa em
6 Fator de purificagdo PspA4Pro(%)y quest&o
geral PspA4Pro(%)y,
PspA4Pro(%),: pureza no
Homogenato
PspA4Pro(%),: pureza da
PspA4Pro na etapa em
; Fator de purificagdo PspA4Pro(%), questao
por etapa PspA4Pro(%),_1
PspA4Pro(%),.1: pureza da
PspA4Pro na etapa anterior
4.3.Preparo das nanoparticulas de poli-(glicerol adipato-co-w-
pentadecalactona) (PGA-co-PDL) e de poli-(acido latico-co-acido

glicolico) PLGA

As nanoparticulas foram preparadas no laboratério do Prof. Dr. Imran Saleem do

Departamento de farmacia da Liverpool John Moores University. Inicialmente as
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nanoparticulas (NP) de PGA-co-PDL e de PLGA foram preparadas utilizando um
meétodo de evaporacao de solvente em emulsdo simples de 6leo em agua. Duzentos
miligramas do polimero foram dissolvidos no solvente organico diclorometano (DCM) e
a solucao resultante foi adicionada a uma solucdo de alcool polivinilico (PVA) (fase
aquosa) sob sonicacdo, obtendo-se a primeira solucdo aquosa. Esta solucdo foi
adicionada, gota a gota, a uma segunda solu¢cdo de PVA (segunda solucdo aquosa)
sob agitacdo de 500 rpm por 90 min, a temperatura ambiente, para a evaporacao do
solvente organico. Apds a evaporacdo do solvente, as nanoparticulas foram coletadas
por ultracentrifugagéo a 78000 g por 40 min, 4 °C e armazenadas para futuros testes
(Figura 11A). Dado que o tamanho das NP € um fator determinante na captacédo destas
pelas células dendriticas, diversas formulacdes (Tabela 8) foram preparadas buscando
obter NP com tamanho aproximado de 100 nm. A escolha destas preparacgdes foi feita
com base no delineamento experimental realizado por KUNDA et al. (2015), que
estudram a influéncia de diversos fatores no tamanho de nanoparticulas de PGA-co-
PDL.

Figura 11: Produgcdo das nanoparticulas de PGA-co-PDL e PLGA via emulsdo simples (A) e emulsédo
dupla (B)
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DCM: Diclorometano. PVA: Alcool polivinilico. Sonicador (QSonica, EUA)

Concentragéo Amplitude Tempo de  Concentragéo

Formulagéo D\(/:(I)\I/IUEPneL) f;{sﬂuangﬁoz\a(f(%i) PVA (12 fase sonic(i:g dor sonicacgéo PVA (22 fase

aquosa) (%) (%) (s) aquosa) (%)
1 1,0 4,0 2,5 65 60 1,0
2 1,0 5,0 10,0 45 300 1,0
3 1,5 3,0 2,5 45 120 1,0
4 1,5 3,0 2,5 60 60 1,0
5 1,5 4,0 5,0 65 300 0,5
6 1,5 4,0 5,0 65 300 0,5
7 2,0 4,0 10,0 45 120 1,0
8 2,0 3,0 10,0 65 120 0,5
9 2,0 50 10,0 65 300 0,75
10 2,0 50 10,0 65 120 0,75

Tabela 8: Condic¢des de preparagdo das NP por emulsé@o simples de 6leo em agua

Diferente das NP preparadas via emulsdo simples, onde diversas condicfes
foram testadas, as NP preparadas por emulsdo dupla foram feitas de acordo com
resultados prévios do laboratério (ALFAGIH et al., 2015). Neste caso, 200 mg de
polimero foram dissolvidos em 2 mL de DCM. Esta solugéo foi gotejada em 1 mL de
uma solucédo de PVA 10%(v/v) sob sonicacdo durante 30 s com amplitude de 65%. A
primeira emulsdo foi adicionada em 4 mL de PVA 0,75%(v/v) sob sonicacdo por 30 s
com amplitude de 65%. ApGs esta segunda sonicacao, a solu¢cdo permaneceu sob
agitacdo de 500 rpm por 90 min, a temperatura ambiente para a evaporacao do
solvente organico. Finalmente, as NP foram ultracentrifugadas a 78000 g por 40 min, o
sobrenadante foi descartado e as particulas armazenadas (Figura 11B).

Visando aumentar o potencial adjuvante das NP, dois tipos de quitosana foram
incorporadas as particulas: carboximetil quitosana (CM-CS) e cloridrato de quitosana
(HCI-CS). Para isso, diferentes concentracdes de quitosana, 0,2 a 16,0 mg/mL foram
adicionadas a formulacdo durante a etapa de evaporacao do solvente orgénico (Figura
11A), nas NP produzidas via emulsédo simples, e durante a segunda sonicagao
naquelas produzidas por emulsédo dupla (Figura 11B). Em seguida foram determinados

o tamanho, o potencial zeta e o indice de polidispersao (PDI) das NP.



71

4.4.Caracterizagao da NP vazias

4.4.1. Tamanho, indice de polidispersao e potencial Zeta

As NP foram analisadas por difragdo a laser utilizando um Zetasizer Nano ZS
(Malven Instruments Ltd., Worcestershire, UK). Para tal, uma aliquota de 100 pL das
NP foi ressuspendida em 4 mL de agua deionizada, 1 mL foi adicionado a uma cubeta

de plastico e as medicdes foram realizadas em triplicata a temperatura ambiente.

4.4.2. Ensaio de toxicidade das NP

Células dendriticas (JAWS Il, ATCC) foram cultivadas por 48 h, 37 °C, 5% CO,
em 20 mL de meio RPMI suplementado, contendo 20% de soro fetal bovino, 1% de
solugdo de antibidtico/antimicotico (100 unidades/mL penicilina, 100 pg/mL
estreptomicina, 0,25 pg/mL amfotericina B, Invitrogen) e L-glutamina 4 mM (RPMI
completo) mais 5 ng/mL de GM-CSF. Apés 48 h, as células foram centrifugadas a 1000
rpm e 24 °C por 10 min, o sobrenadante foi descartado e as células ressuspendidas em
40 mL do mesmo meio e cultivadas, nas mesmas condi¢bes anteriores, por 120 h.
Apos o segundo cultivo, as células foram coletadas e contadas utilizando uma camara
de Neubauer. As células foram centrifugadas e ressuspendidas em meio RPMI
completo de modo a se obter a concentragéo de 2,5x10° células/mL. Em seguida, 100
ML desta suspensao foram adicionados aos po¢os de uma placa de 96 pocos que foi
incubada durante 4 h a 37 °C e 5% CO,. As diferentes formulacdes de NP a serem
testadas foram ressuspendidas cada uma em meio RPMI completo e diluidas de modo
a obter as seguintes concentracdes de NP: 2560 pg/mL, 1280 pg/mL, 640 pg/mL, 320
pg/mL, 160 pg/mL, 80 pg/mL, 40 pg/mL, 20 pg/mL e 10 pg/mL. ApoOs incubar as
células, 100 pL de cada concentracdo de NP foram adicionados, em triplicata, na placa.
10% dimetil sulféxido (DMSO) foi utilizado como controle positivo, representando 100%
de toxicidade, e meio RPMI completo sem NP como controle negativo, 0% toxicidade.
Apos ser incubada por 4 h, 37 °C, 5% CO,, a placa foi retirada da estufa e 40 yL de
brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-dimetiltetrazolio (MTT), 5 mg/mL, foram
adicionados. Apds 2 h, o meio foi removido e substituido por 100 pL de DMSO para

dissolver os cristais formados. A absorbancia foi medida a 570nm usando um leitor de
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placas (Molecular Devices, SpectraMAX 190) e a porcentagem de células viaveis foi
calculada pela razéo entre a absorbancia das células tratadas com NP e as células nédo

tratadas do controle.

4.5.Ligacdo da PspA4Pro as NP

Determinadas as formulages finais das NP com e sem quitosana, a etapa
seguinte consistiu da ligagdo do antigeno pneumocécico, a proteina A de superficie do
pneumococo (PspA4Pro), as NP. Duas estratégias de ligacdo foram testadas, a
adsorcao da proteina a superficie das NP e o encapsulamento das proteinas dentro
das NP (Figura 12). No primeiro caso, ap0s as nhanoparticulas serem
ultracentrifugadas, elas foram ressuspendidas em 4 mL de PspA4Pro em pH 4,0 ou pH
7,0, numa proporcdo 25:1 NP:PspA4Pro (massa:massa). Esta mistura NP/PspA4Pro
permaneceu sob agitacdo em agitador HulaMixer (Life Technology, Invitrogen, Reino
Unido) durante 1 h, a temperatura ambiente e 20 rpm. As NP com PspA4Pro foram
ultracentrifugadas a 78000 g, 40 min, 4 °C. Para o encapsulamento, adicionou-se a
PspA4Pro durante a primeira etapa de sonicacdo, quando o polimero dissolvido em
DCM foi adicionado a solucdo de PVA 10%+ PspA4Pro, na proporcdo 10:2 NP:
PspA4Pro (massa:massa). Em ambos os casos, para determinar a quantidade de
proteina ligada as NP, mediu-se a proteina no sobrenadante apos a ultracentrifugacao
e calculou-se a diferenca entre a quantidade de proteina adicionada e aquela obtida
ap6s a centrifugacdo. A quantificacdo da proteina foi feita por HPLC (ltem 4.7) e

calculou-se a eficiéncia de ligagéo de acordo com a Equacéao 8.



73

(Massa PspA4Pro ligada)x100
Massa inicial de PspA4Pro

Eficiéncia = Eq. 8

Figura 12: PspA4Pro ligada as nanoparticulas por adsorcao (A) e por encapsulamento (B)

A B

AV ARSA

4.6.Liberacédo da PspA4Pro das NP

Para avaliar a cinética de liberagdo do antigeno das NP, 20 mg de NP
carregadas com a PspA4Pro foram ressuspendidas em 5 mL de PBS pH 7,0. Estas
amostras foram incubadas a 37°C e deixadas rotacionando por 24 h a 20 rpm em
agitador HulaMixer (Invitrogen, Reino Unido). Em intervalos definidos (30 min, 1 h, 2 h,
4 h e 24 h), as NP foram retiradas do agitador e centrifugadas (17000 g, 30 min, 24 °C).
O sobrenadante de cada amostra foi recolhido para quantificacdo da PspA4Pro por
HPLC (Item 4.7). As NP foram entdo ressuspendidas e incubadas novamente até a
retirada da préxima amostra.

4.7.Quantificacdo da PspA4Pro ligada as NP por HPLC

A quantificacdo da PspA4Pro no sobrenadante das NP apoés a formulacao (item
4.5) e da PspA4Pro liberada das NP (item 4.6) foi realizada utilizando um HPLC Agilent
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série 1100 (Santa Clara, CA, EUA), equipado com uma coluna Aeris 3,6um, C4 200A,
Wide Pore 4.6 mm i.d. x 150 mm comprimento; fase movel composta por (A) 0,1% TFA
em agua e (B) 0,1% TFA em acetonitrila com gradiente de (A) para (B) de 80:20 até
25:65 durante 25 min, post-time de 6 min, fluxo de trabalho de 0,8 mL/min, volume de
injecdo de 100 pL e temperatura da corrida igual a 40 °C. A curva padréo de PspA4Pro
foi preparada a partir de diluicbes da solucdo estoque de PspA4Pro (1 mg/mL) em
PBS, de modo a obter as concentragdes: 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,6, 0,7, 0,8, 0,9, 1,0
mg/mL. Todas as solu¢des foram filtradas através de filtro 0,45 ym antes da aplicacéo.
A éarea dos picos obtidos para cada concentracdo de PspA4Pro foi utilizada para
construir uma curva padrdo Area (mAU*cm) x [PspA4Pro] (mg/mL). Tanto o
sobrenadante obtido apés a formulacdo das NP como as amostras recolhidas do
ensaio de liberacdo foram aplicados ao sistema de HPLC, nas condi¢cdes descritas
acima, e o resultado obtido (area do pico), utilizado para determinar a concentracéo de

PspA4Pro na amostra.

4.8.Avaliacao da PspA4Pro liberada das NP

A PspA4Pro liberada das NP (item 4.5) foi avaliada quanto a integridade, a
capacidade de se ligar a anticorpos anti-PspA4Pro e a manutencdo da atividade

bioldgica.
4.8.1. Integridade

A integridade da proteina foi avaliada por SDS-PAGE 12%. Para isso, 5 ug de
PspA4Pro liberada de cada formulagdo foram adicionados a 4gua destilada até um
volume final de 15 pyL aos quais foram adicionados 5 pL de tampao de amostra para
SDS-PAGE. Cada amostra foi fervida durante 2 min em banho a 100 °C e aplicada no
gel. Apos 2 h de corrida a 100 V, o gel foi corado com Comassie-Blue por 4 h,
descorado e as bandas da PspA4Pro observadas. Como controle positivo utilizou-se

uma amostra de PspA4Pro purificada que néo tenha sido ligada a nenhuma NP.
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4.8.2. Reconhecimento por anticorpos

A capacidade de anticorpos reconhecerem a PspA4Pro liberada das NP foi
determinada por ELISA. Uma placa de 96 pogos com fundo chato foi sensibilizada com
5 ug de PspA4Pro liberada das NP suspendidas em 100 pL de tampé&o carbonato de
sédio por poco. Na mesma placa, 5 pg de PspA4Pro ndo ligada as NP foi utilizado
como controle positivo. A placa foi incubada overnight a 4 °C. No dia seguinte, a placa
foi lavada trés vezes com PBS-T. Todas as lavagens foram feitas desta forma. A placa
foi bloqueada com 200 pL de leite desnatado 10% em tampao PBS e incubada por 2 h
a 37 °C. Ap6s o bloqueio a placa foi lavada e 100 pL de anticorpo anti-PspA4Pro
(monoclonal 22.003, QED Bioscience), diluido entre 1000 e 64000 vezes em PBS +
Leite desnatado 5%, foram adicionados em cada poc¢o. A placa foi incubada overnight,
a 4 °C, lavada com PBS-T e em cada poco foram adicionados 100 pyL de anti-lgG de
camundongo conjugado a fosfatase alcalina (Jackson ImmunoResearch Europe Ltd)
diluido em PBS + Leite desnatado 5%. A revelacdo foi feita utilizando um kit de
fosfatase alcalina (Sigma-Aldrich) e a absorbancia lida em no comprimento de onda de
405 nm.

4.8.3. Atividade biol6gica de PspA4Pro

A atividade biolégica da PspA4Pro foi determinada pela sua capacidade de se
ligar a lactoferrina humana. Uma placa de poliestireno (NUNC) de 96 pocos, fundo
chato, foi sensibilizada com 10 pg de lactoferrina humana dissolvida em 100 uL de
tampéao carbonato de sodio por poco. A placa foi incubada overnight a 4 °C. No dia
seguinte a placa foi lavada trés vezes com PBS-T. Todas as lavagens foram feitas
desta forma. A placa foi bloqueada com 200 pL de leite deshatado 10% em tampao
PBS e incubada por 2 h a 37 °C. Apds o bloqueio, a placa foi lavada e 5 ug de
PspA4Pro liberadas de cada formulacdo de NP foi dissolvido em 100 pL de PBS + Leite
desnatado 5% e adicionados em cada poco. PspA4Pro néo ligada a NP foi utilizada
como controle positivo e PBS + Leite desnatado 5% sem proteinas foi utilizado como
controle negativo. A placa foi incubada overnight a 4 °C. No dia seguinte, a placa foi
lavada e 100 pL de anti-PspA4Pro (monoclonal 22.003, QED Bioscience) diluido

1:5000 vezes em PBS + Leite desnatado 5% foram adicionados em cada poco. A placa
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foi incubada por 2 h a 37 °C. O anticorpo de revelacdo empregado foi anti-lgG de
camundongo conjugado a fosfatase alcalina (Jackson ImmunoResearch Europe Ltd) e

a revelacéo feita com kit de fosfatase alcalina (Sigma-Aldrich).

4.9.Preparacdo das microparticulas nanocompostas (NCMP)

A incorporacdo das NP as microparticulas nanocompostas deu-se pela técnica
de spray-drying, utilizando um mini spray-dry Bichi B-290 (Buchi Labortechnij Flawil,
Suica) com um atomizador com 0,7 mm de diametro e um ciclone de alta performance.
As NP carregadas com PspA4Pro foram suspensas em uma solucdo de L-leucina na
proporcao de 1:1,5 (m/m). A solucéo foi bombeada para o equipamento de spray-dry
numa taxa de alimentacéo igual a 10%, fluxo de ar de 400 L/h, capacidade do aspirador
igual a 100% e temperaturas de entrada e de saida iguais a 100 °C e 45-47 °C,
respectivamente. As NCMP foram coletadas em tubos de 50 mL, previamente pesado
(Figura 13). O rendimento do spray-dry foi determinado pela razdo entre a massa de

NCMP coletada no tubo e a massa total de NP + L-leucina aplicada no spray-dry.

Figura 13: Producéo das microparticulas de L-leucina com NP pelo método de spray-dry
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4.10. Ensaio de aerolizacao in vitro das NCMP

Neste experimento, foram utilizadas NCMP contendo NP de PGA-co-PDL e de
PLGA, com e sem quitosana. 10 mg das NCMP foram pesados e adicionados em uma
capsula de hidroxipropil celulose (Hidropromelose, HPMC céapsula de tamanho 3).
Quatro capsulas foram preparadas para cada formulacdo. As capsulas foram colocadas
em um inalador (Cyclohaler, Teva Pharmaceutical Industries) acoplado a uma bomba
(Copley Scientific, Nottingham, Reino Unido), operando em um fluxo de 60 L/min. A
bomba foi programada para operar durante 4 s, durante os quais as NCMP foram
sugadas para dentro de um Impactador Next Generation Impactor, NGI com 8 estagios
(estagios 1 a 7 mais Micro Orifice Colector — MOC), cada um com uma placa coletora
(Figura 14). Antes da passagem das NCMP, em cada placa do NGI foi aplicada uma
solugdo de 1% acetona + Tween 80. As placas foram armazenadas a 37 °C até
secarem. Em cada uma foi colocado um filtro de papel e as placas com filtro foram
pesadas. Apdés as quatro capsulas correspondentes a cada formulacdo de NCMP
passarem pelo NGI, as placas foram removidas e pesadas novamente, anotando-se a
massa de NCMP depositada em cada uma. Em seguida as placas foram lavadas,
tratadas novamente com 1% acetona + Tween 80 e recolocadas para a aerolizagao da

préxima amostra.
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Figura 14: Impactador de Ultima Geracéo (Next Generation Impactor, NGI)

STAGE 2 STAGE 4 STAGE 6 MOC
6 HOLES 52 HOLES 396 HOLES 4032 HOLES
4.88 mm 1.207 mm 323 mm 70 microns

Fonte: QINSUN, 2019; MARPLE et al., 2003.
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A massa de NCMP em cada placa do NGI foi calculada subtraindo-se a massa
da placa pdés-amostra pela massa pré-amostra. A ferramenta mnadcalculator (MMAD
CALCULATOR, 2018) foi utilizada para calcular o Didmetro Mediano Aerodinamico de
Massa (MMAD), que representa o valor do didametro da particula que divide a curva de
distribuicAo de massa em duas areas iguais, em relacdo ao diametro. Outros
parametros calculados foram a dose de particulas finas (DPF) e a fracdo de particulas

finas (FPF), de acordo com as Equacdes 9 e 10 abaixo.
DPF= M, + M3 +My4 +Ms +Mg + M7 Eqg. 9

Onde Mx é igual a massa de NCMP depositada no estagio x no NGI

DPFx100

FPF = —~ Eq. 10
Onde Mt é igual & massa total de NCMPaerolizada.
4.11. Ensaio de ativacao de células dendriticas
4.11.1. Extracdo e cultivo das células dendriticas de camundongos

Doze camundongos fémeas, linhagem BALB/c, com 7 semanas de idade foram
sacrificados com dose letal de anestésico Xilazina/Quetamina (60/300 ug/g). Verificado
0 Obito, os animais foram limpos com etanol 70% e fixados em uma mesa cirdrgica.
Com uma pinca e uma tesoura removeu-se a pele do animal até a altura do meio do
abdémen. O fémur foi retirado, removendo-se 0 maximo possivel de tecido ao redor do
0sso0, e armazenado em PBS, no gelo, até seu uso.

Dentro de uma cabine de fluxo laminar, o fémur de cada animal foi mergulhado
em Etanol 70% e em seguida transferido para uma placa contendo meio RPMI com
solucdo de antibidtico/antimicético (1000 unidades/mL penicilina, 1000 pg/mL
estreptomicina, 2,5 pg/mL anfotericina B, Invitrogen). Com uma tesoura desinfetada,
ambas as extremidades do fémur foram removidas. O interior do fémur foi lavado com
3 mL de meio RPMI completo + GM-CSF (20 ng/ml, Peprotech) e IL-4 (10 ng/ml,
Peprotech). As células foram recolhidas em um tubo de 15 mL. O volume do tubo foi

completado para 10 mL utilizando-se 0 mesmo meio RPMI acima, e dividido em 2
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placas de Petri Optilux (100x20mm, Falcon), 5 mL por placa. Em seguida, mais 5 mL
do meio RPMI foram adicionados em cada uma das placas, que em seguida foram
incubadas em estufa com 5% CO,, 37 °C. Apés 3 dias na estufa, outros 10 mL do meio
RPMI completo + GM-CSF e IL-4 foram adicionados a cada placa, que foram

incubadas, nas mesmas condi¢des anteriores, por mais quatro dias.

4.11.2. Estimulo das células e leitura no citbmetro de fluxo

Apos quatro dias na estufa foi feita a contagem das células usando camara de
Neubauer (diluicdo 1:10 em Trypan Blue) e 1x10° células foram colocadas em cada um
dos pocos de uma placa de 24 pocos. As formulacdes de NCMP (PGA-co-PDL e
PLGA, com e sem HCI-Quitosana e com e sem PspA4Pro, esta, quando presente,
podendo estar encapsulada ou adsorvida), foram adicionadas as células dendriticas em
cada poco da placa. LPS foi utilizado como controle positivo e células dendriticas sem
estimulo como controle negativo. Células dendriticas sem estimulo e sem marcacao
foram utilizadas para calibragdo do citobmetro de fluxo (FACS) FACSCanto (BD
Biosciences). As células foram incubadas com as NCMP por 24 h a 37 °C e 5% CO..
No dia seguinte, as células foram transferidas para tubos de FACS com 4 mL de PBS.
As células foram centrifugadas (10 min, 453 g) e lavadas duas vezes com PBS antes
da adicdo da seguinte mistura de anticorpos em cada tubo: laleFITC, CD11cPE-Cy7,
CD11bAPC-Cy7, CD80PerCP-Cy5.5, CD86PE, CD40APC, FVS BV510. Os tubos
foram incubados por 30 min a 4 °C antes de serem analisadas no FACS. Os programas
FlowJo (Figura 15) e o GraphPad Prism foram utilizados para a analise dos resultados.
As diferengas entre os grupos foram avaliadas por One-way ANOVA com poés-teste de

Tukey.
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Figura 15: Estratégia de analise no FlowJo. Primeiro, determinou-se a populacdo total de células,
seguida pela populagdo de células individuais e de células vivas. As células dendriticas
(CD11b+/CD11c+) foram selecionadas dentre as células vivas. Finalmente as populagcdes CD40+,
CD80+ CD86+ e lale+ foram medidas em cada amostra.
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4.12. Desafio letal com S. pneumoniae

4.12.1. Preparo dos estoques da cepa de S. pneumoniae

Para o desafio foi utilizada a cepa de S. pneumoniae ATCC6303, sorotipo 3 e
gue carrega PspA pertencente ao clado 5, familia 2. Uma aliquota de ATCC6303 foi
cultivada overnight em placa de agar-sangue a 37 °C em recipiente fechado com vela,
para remover o maximo possivel do O,. No dia seguinte, diversas colbnias foram
coletadas e colocadas em 10 mL de meio THY, de modo a obter uma DOG600 inicial de
aproximadamente 0,1. As células foram cultivadas a 37°C até atingirem DO600
préxima a 0,4. Atingida a DO600 estipulada, o cultivo foi centrifugado a 2906 g a 20 °C
por 20 min. Apdés a centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado e o pellet foi
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ressuspendido em 500 pL de THY + 500 pL de glicerol 50%. Aliquotas de 100 pL
foram transferidas para criotubos a serem armazenados a -80°C até seu uso.

Para determinar o volume de estoque a ser utilizado no desafio, um criotubo
contendo o estoque de pneumococo foi retirado do freezer e diluido serialmente de 10*
até 10® vezes. 10 pL de cada diluicdo foram plaqueados em triplicata em uma placa de
agar-sangue, subsequentemente incubada overnight a 37 °C em recipiente fechado
com baixa concentragdo de O,. No dia seguinte foi feita a contagem das unidades
formadoras de colonia por mililitro de estoque (UFC/mL).

4.12.2. Imunizacdo dos animais com as NCMP

Foram realizados dois experimentos de desafio, cada um empregando 42
camundongos fémea, BALB/c com aproximadamente 7 semanas de idade. Em cada
experimento os animais foram divididos em 7 grupos com seis animais cada. Cada
animal foi anestesiado por via intraperitoneal com Xilazina/Quetamina (20/100 pug/g) e
imunizado de acordo com as Tabelas 9 e 10.

Tabela 9: Esquema de imunizacdo para o desafio com S. pneumoniae no experimento 1. As massas de

NCMP listadas correspondem a quantidade de NCMP que contém 2 ug de PspA4Pro

Grupo Antigeno Via Quantidade

1 Salina Pulmonar 50 pL

2 PspA4Pro Pulmonar 2 ug em 50 pL de salina

3 PspA4Pro Subcutanea 2 ug em 100 pL de salina

4 PGA-co-PDL vazia Pulmonar 53,2 ug NCMP em 50 pL de salina
5 PGA-co-PDL + HCI-Quitosana  Pulmonar 53,2 ug NCMP em 50 L de salina

+ PspA4Pro adsorvida
6 PLGA vazia Pulmonar 33,7 pg NCMP em 50 pL de salina
7 PLGA + HCI-Quitosana + Pulmonar 33,7 ug NCMP em 50 pL de salina

PspA4Pro encapsulada
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Tabela 10: Esquema de imunizagéo para o desafio com S. pneumoniae no experimento 2. As massas de

NCMP listadas correspondem a quantidade de NCMP que contém 6 g de PspA4Pro

Grupo Antigeno Via Quantidade

1 Salina Pulmonar 50 pL

2 PspA4Pro Pulmonar 6 ug em 50 pL de salina

3 PspA4Pro Subcutanea 6 ug em 100 uL de salina

4 PGA-co-PDL vazia Pulmonar 159,6 pg NCMP em 50 pL de salina
5 PGA-co-PDL + HCI-Quitosana  Pulmonar 159,6 pg NCMP em 50 pL de salina

+ PspA4Pro adsorvida
6 PLGA vazia Pulmonar 101,1 pg NCMP em 50 pL de salina
7 PLGA + HCI-Quitosana + Pulmonar 101,1 pg NCMP em 50 pL de salina

PspA4Pro encapsulada

Para realizar a imunizacdo pulmonar, as NCMP foram pesadas e
ressuspendidas em solucdo salina estéril imediatamente antes da imunizacdo. Os
animais anestesiados foram posicionados na vertical e 50 pL da suspensdo de NCMP
em salina foram inoculados rapidamente em uma das narinas do animal, que
permaneceu ha vertical por mais alguns minutos até ser devolvido a caixa. Apos a
imunizacao, foi aplicado colirio nos olhos de cada animal para evitar ressecamento e
irritacdo nos olhos decorrente da anestesia. Treze dias apds a imunizacao foi feita a
sangria retrorbital de todos os animais para determinacao do titulo de anticorpos anti-
PspA4Pro. Quatorze dias apos a imunizacao foi aplicada uma segunda dose, seguindo
0 mesmo esquema de imunizacdo prévio. Treze dias apds a nova imunizacao foi feita
nova sangria retrorbital e quatorze dias apés a segunda dose os animais foram
desafiados com S. pneumococo ATCC6303 (Tabela 11).

Tabela 11: Cronograma dos experimentos de imunizacdo com as NCMP e desafio letal com cepa

virulenta de pneumococo

Dia Experimento

1 Imunizacéo - 12 Dose
14 Sangria 1

15 Imunizacéo - 22 Dose
28 Sangria 2

36 Desafio com pneumococo

50 Fim do experimento — Sacrificio dos animais sobreviventes
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4.12.3. Determinacdo do titulo de anticorpos anti-PspA4pro no soro dos

animais imunizados

Imediatamente apOs cada sangria, o sangue coletado foi armazenado a 37°C
durante 30 min e depois overnight a 4°C. No dia seguinte, os coagulos formados em
cada amostra foram retirados e cada tubo foi centrifugado a 453 g por 10 min a 4 °C. O
soro de cada amostra foi coletado e congelado a -20°C até seu uso.

O titulo de IgG anti-PspA4Pro foi determinado por ELISA. Para tal uma placa de
96 pocos (NUNC) foi sensibilizada com 0,5 ug de PspA4Pro em 100 pL de tampéao
carbonato-bicarbonato e incubada overnight a 4 °C. No dia seguinte a placa foi lavada
trés vezes com tampado PBS-T. O bloqueio foi feito com leite desnatado 5% em PBS,
200 pL por poco, e a placa incubada por 1 h a 37 °C. Apés o bloqueio, a placa foi
lavada trés vezes com PBS-T. O soro de cada animal foi diluido, inicialmente 20 vezes,
em tampao PBS + 1% BSA e aplicado a placa, 100 pL por poco. Apés a diluicdo
seriada das amostras de soro na placa, esta foi incubada por 2 h a 37 °C. A cada
ELISA realizado o intervalo de diluicdo das amostras foi ajustado de acordo com o
resultado do ELISA anterior. Apds ser incubada com o soro dos animais, a placa foi
lavada, como anteriormente, e 100 pL de anti-lgG de camundongo conjugado a
peroxidase (Sigma-Aldrich), diluido 5000 vezes em PBS + 1% BSA. A placa foi
incubada durante 1 h a 37 °C e lavada como anteriormente. O ELISA foi revelado com
100 pL por poco de uma solugdo de OPD em tampéo citrato fostato + 50 pL H,O-
30%(v/v). A reacao de revelacdo ocorreu por 10 min e foi interrompida com 50 pL de
H,SO4 4 M. As placas foram lidas em um leitor de placas (Thermo Fisher) e os
resultados analisados com os softwares Excel e GraphPad Prism. O titulo foi definido
como o inverso da maior diluicdo com DO492 = 0,1. As diferengas entre os grupos por
avaliada por One-way ANOVA com pos-teste de Tukey.

Além do titulo de IgG total, também foram determinados os titulos de 1gG1 e de
IgG2 do soro de cada animal, novamente por ELISA. O protocolo foi semelhante ao
anterior, mas no lugar de anti-lgG de camundongo conjugado a peroxidase, foi
adicionado anti-lgG1 ou anti-lgG2 de camundongo, ambos obtidos em cabra, diluidos

1000 vezes em PBS + 1% BSA. Neste experimento o anticorpo de revelacdo utilizado
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foi anti-IgG de cabra conjugado a peroxidase diluido 20000 vezes em PBS + 1% BSA.

A revelacéo e a leitura da placa foram feitas como anteriormente.

4.12.4. Ensaio de desafio letal com cepa virulenta de pneumococo

Duas semanas ap0s a segunda dose os animais foram anestesiados por via
intraperitoneal com Xilazina/Quetamina (20/100 pg/g). Com base na UFC/mL
previamente determinada (item 4.13.1), um volume do estoque contendo 3x10° UFC foi
adicionado a salina estéril para totalizar o volume final de 50 pL, pipetado em uma das
narinas do camundongo anestesiado empregando o mesmo procedimento utilizado
para imunizagdo pulmonar. Apds o desafio, os animais foram observados durante 10
dias, duas vezes ao dia. Animais letargicos foram eutanasiados com dose letal de
Xilazina/Quetamina (60/300 pg/g). No segundo experimento de desafio realizado, onde
a dose de PspA4Pro foi aumentada de 2 ug para 6 ug, os animais foram observados
durante 14 dias em vez de 10. ApOs o término dos experimentos, 0s animais
sobreviventes foram sacrificados com dose letal de anestésico. As diferencas entre 0s

grupos na sobrevivéncia final foram analisadas pelo Teste Exato de Fisher.
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5. RESULTADOS

5.1.Clonagem PdT

Duas condicbes foram avaliadas para amplificacdo do gene de PdT por PCR:
2,0 mM e 3,5 mM de MgSO,. O gene foi amplificado nas duas condi¢cbes e a banda no
gel foi mais intensa com a maior concentracao de MgSO, (Figura 16).

Figura 16: Gel de agarose 0,8% com o gene da PdT amplificado. 1) Padréo, 2) PdT - 2 mM MgSOQO, e 3)
PdT - 3,5 mM MgSO,

1 2 3
1,65Kb pdT
1,0Kb 1409pb

O produto da PCR foi ligado ao plasmideo pGEM-T. A reacédo de ligacao foi
utilizada para transformar E. coli DH5a, que foi cultivada em placa de LBagar +
ampicilina + X-gal, tendo sido obtida uma grande quantidade de colbnias brancas.
Cinco destas colonias foram selecionadas e cultivadas em meio LB + ampicilina para
realizacdo da miniprep. O gel de agarose das minipreps dessas cinco col6nias de E.
coli DH5a transformadas com o pGEM-T-PdT mostrou a diferenca de massa molecular

entre o plasmideo com o gene e o controle, pGEM-T vazio (Figura 17).
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Figura 17: Gel de agarose 0,8% do pGEM-T vazio e transformado com o gene da PdT

RGEM:T vazio

ApGs a miniprep, foi feita digestdo do plasmideo pGEM-T-PdT com as enzimas
Eco RI, Xho | e Nco I. A enzima Eco RI libera o inserto de pGEM-T Easy e corta o gene

da PdT uma vez na posicdo 515 (canaleta 2,

Figura 18: Gel de agarose 0,8% mostrando o mapa de restricdo do pGEM-T carregando o gene da PdT e
do pET-28a. 1) Padréo, 2) Digestdo pGEM-T-PdT com Eco RI, 3) Digestdo pGEM-T-PdT com Nco |, 4)
Digestdo pGEM-T-PdT com Xho I, 5) Digestdo dupla do pGEM-T-PdT com Nco | e com Xho I, 6)
Digestdo pET28 com Nco I, 7) Digestdo pET28 com Xho I, 8) Digestdo pET28 com Nco | e Xhol

5,0Kb

1,65Kb
1,00Kb
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Todas as bandas esperadas na digestdo do pGEM-T-PdT com a Eco RI, a Nco |
e a Xho | foram observadas no gel e a presenca dos sitios de restricdo para Nco | e
Xho | no pET-28a também foi confirmada. Assim, o pGEM-T-PdT foi empregado para
sequenciar o gene da PdT e a sequéncia obtida correspondeu a sequéncia do gene da
PdT, incluindo as trés mutacfes que destoxificam a pneumolisina (ANEXO I). Assim, o
pGEM-T-PdT foi digerido com Nco | e Xho I, o gene da PdT foi purificado e inserido no
pPET-28a e o produto da reacdo de ligacéo foi usado para transformar E. coli DH5a. Das
colénias que cresceram na placa de LBagar + canamicina, seis foram selecionadas e
cultivadas em meio liquido. Feita a miniprep o plasmideo pET-28a-PdT foi inserido na
E. coli BL21(DE3) e as colbnias obtidas na placa de LBagar + canamicina foram

testadas para a expressao do gene da PdT.

5.2.Teste de expressao do gene da PdT

ApOs obter colbnias isoladas de E. coli BL21(DE3) pET-28a-PdT em placa de
LBagar + canamicina, 4 colbnias foram selecionadas para realizacdo do teste de
expressdo. Os quatro clones tiveram perfis de crescimento muito semelhantes (Figura
19). Desta forma, amostras pré e poés-inducao, retiradas as 2 h e 5 h de cultivo,
respectivamente, dos quatro clones foram aplicadas ao SDS-PAGE (Figura 20).

Figura 19: Crescimento celular dos clones selecionados de E. coli BL21(DE3) pET28-PdT para avaliar a
producdo de PdT

3,5

3,0 Inducdo IPTG

2,5
g 2,0 Clone 1
o
S 15 Clone 2
o

1,0 Clone 3

0,5 Clone 4

0,0

0 1 2 3 4 5 6

Tempo (h)

Figura 20: SDS-PAGE 12% das amostras dos cultivos para escolha do clone produtor de PdT em E. coli
BL21(DE3). 1: Clone 1 Induzido; 2: clone 1 ndo-induzido; 3: clone 2 induzido; 4: clone 2 ndo-induzido; 5:



89

padrao de massa molecular; 6: clone 3 induzido; 7: clone 3 nao-induzido; 8: clone 4 nao-induzido; 9:
clone 4 induzido. As flechas indicam a banda correspondente a PdT.
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Nos 4 clones induzidos pode ser vista uma banda entre 45 kDa e 60 kDa,
intervalo que compreende a massa predita da PdT (52,8 kDa), que ndo esta presente
na amostra pré-inducdo. Para confirmar a produgdo da PdT foi realizado o western blot

das amostras pré e pés-inducao dos quatro clones (

Figura 21).

Figura 21: Western blot das amostras dos cultivos para escolha do clone produtor de PdT em E. coli
BL21(DE3). 1: clone 1 ndo-induzido; 2: clone 1 induzido; 3: clone 2 n&o-induzido; 4: clone 2 induzido; 5:
clone 3 ndo induzido; 6: clone 3 induzido; 7: clone 4 ndo-induzido; 8: clone 4 induzido.

60kDa

45kDa
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As bandas abaixo da PdT podem significar tanto a degradacdo de parte da
proteina como reatividade inespecifica com o anticorpo utilizado, anti-extrato total de
pneumococo. Ainda assim o western blot confirmou que todos os clones produziram a
PdT apos a inducédo com IPTG. Confirmada a producdo da PdT, a densitometria das
bandas do SDS-PAGE mostrou que o clone 4 produziu a maior quantidade de PdT em
relacdo ao total de bandas de proteinas presentes no gel. Assim este clone foi
escolhido para producéo do estoque congelado e para futuros cultivos de PdT.

5.3.Purificacdo PspA4Pro

5.3.1. Delineamento experimental para otimizacdo da etapa de clarificacdo
da PspA4Pro

A selecéo das variaveis que influenciam significativamente a etapa de
clarificacdo da PspA4Pro foi feita por um delineamento experimental de Plackett &
Burman. As seguintes variaveis foram avaliadas: concentracdo de CTAB, concentracdo
da biomassa, velocidade de agitacdo, temperatura, concentracao salina e pH (

Tabela 5). A maioria dos ensaios teve recuperacao total da PspA4Pro e reducdo de
mais de 90% do total de &cidos nucleicos, pureza entre 54% e 79% e uma grande
diferenca na reducéo de polissacarideos totais entre os diferentes ensaios (entre 1,6 e

72%), além de boa reprodutibilidade dos pontos centrais (Tabela 12).

Tabela 12: Resultados da etapa de clarificacdo obtidos para os 12 ensaios (PB1-12) e os 3 pontos

centrais (PC1-3) realizados de acordo com as condi¢des definidas na matriz PB12 mostrada na Tabela 5

Amostra Pureza PspA4Pro Recuperacéo Redu_(;éo Ac, _ Reducéo
(%)* PspA4Pro (%) Nucleicos (%) Polissacarideos (%)
PB1 54,4 100,0 81,9 28,2
PB2 58,9 66,9 57,1 50,9
PB3 57,5 100,0 92,5 33,2
PB4 54,7 100,0 85,4 72,8
PB5 76,1 100,0 97,3 48,0
PB6 59,2 100,0 91,1 6,6
PB7 63,2 100,0 90,3 37,9
PB8 51,1 100,0 85,3 1,6

PB9 61,7 57,1 93,5 23,4
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PB10 70,9 100,0 92,9 26,8
PB11 79,8 100,0 98,3 56,2
PB12 62,6 100,0 93,4 41,6
PC1 59,3 86,5 93,0 35,9
PC2 59,8 82,1 93,7 39,7
PC3 56,1 95,3 93,2 38,6

*Pureza inicial da PspA4Pro = 45%; PC = Ponto central

Das 6 variaveis testadas, somente a concentracdo de CTAB, a concentracédo de
biomassa Umida e a velocidade de agitacdo influenciaram de forma significativa o
processo de clarificacdo (Figura 22). Portanto, essas 3 variaveis foram empregadas
para construir a matriz do delineamento central composto rotacional 2® com 6 pontos

axiais e 3 pontos centrais (Tabela 13).



Figura 22: Graficos de Pareto mostrando a influéncia de cada variavel nos diferentes parametros da
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etapa de clarificacdo da PspA4Pro. A) Remocgéo de proteinas totais, B) Remocéo de polissacarideos; C)
Remocao de acidos nucleicos; D) Recuperacdo da PspA4Pro; E) Pureza da PspA4Pro
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Tabela 13: Resultados da etapa de clarificacao obtidos nos ensaios do DCCR 23 com 6 pontos axiais e 3

pontos centrais realizados de acordo com as condicBes mostradas na Tabela 6.

Amostra Pureza PspA4Pro* Recuperacao Redu.géo Ac. . Reducéo
(%) PspA4Pro (%) Nucleicos (%) Polissacarideos (%)
DCCR1 73,7 81,6 26,2 21,7
DCCR2 75,2 58,3 81,2 57,0
DCCR3 67,4 99,4 32,3 4,6
DCCR4 73,8 85,9 55,3 42,7
DCCR5 70,8 83,2 17,8 21,7
DCCR6 79,2 64,7 83,6 58,0
DCCRY 65,7 85,6 32,4 7,7
DCCRS8 75,5 84,4 60,1 50,6
DCCR9 70,6 100,0 19,5 0,0
DCCR10 85,0 82,5 79,2 56,3
DCCR11 71,7 64,1 83,2 58,0
DCCR12 65,9 100,0 20,6 28,6
DCCR13 58,9 59,9 45,6 26,8
DCCR14 60,0 54,6 42,5 48,1
PC1 53,5 58,7 41,4 25,4
PC2 52,4 56,7 38,8 25,5
PC3 53,1 58,0 38,4 23,1

*Pureza inicial da PspA4Pro = 38,8%; PC = Ponto central

Observa-se no grafico de Pareto (Figura 23) que a concentracdo de CTAB foi a
variavel que mais influenciou no aumento da pureza de PspA4Pro, seguida pela
concentracdo da biomassa e pela agitacdo, sendo a influéncia de cada variavel
independente uma da outra. Os efeitos quadraticos da concentracdo de CTAB,
concentracdo de biomassa e agitacdo mostram que estas trés variaveis estao
associadas a pureza de forma nédo linear, gerando a superficie curva que pode ser
observada na Figura 24. A Tabela 14, abaixo, apresenta os resultados da regressao e
da ANOVA calculados. Com base na regressao e no grafico de Pareto, apos eliminar
os fatores nao significativos, pode-se determinar um modelo empirico para a influéncia

destas variaveis na pureza da PspA4Pro (Eg. 11).
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Tabela 14: Célculo de regressao e teste Anova para determinar a influéncia das variaveis concentracéo
de CTAB, concentracao de biomassa e agitacdo na pureza da PspA4Pro apés a etapa de Clarificacao.

Pureza PspA4Pro

Regressao
Variavel Coeficiente Erro padrao T calculado p-valor
Média 52,87 1,15 45,89 0,0000
[CTAB] 3,68 0,54 6,81 0,0000
[CTAB]? 9,2 0,6 15,46 0,0000
[Biomassa] -2,66 0,54 -4,92 0,0005
[Biomassa]? 7,08 0,6 11,89 0,0000
Agitacdo’ 2,72 0,6 4,56 0,0008
Anova
Fonte de Soma dos Graus de Quadrado Fcalculado  p-valor
variacdo Quadrados Liberdade Médio
Regressao 1485,5 5 297,1 74,3 0,00000
Residuos 44 11 4
Falta de ajuste 43,3 9 4,8 15,5 0,06189
Erro puro 0,6 2 0,3
Total 1529,5 16

R® 97,12%

Figura 23: Grafico de Pareto e correlagédo entre valores preditos e experimentais dos ensaios do DCCR
para a pureza da PspA4Pro. X1 corresponde a concentracéo de CTAB, X2 & concentragdo da biomassa
e X3 a agitacao.

Nivel de significincia: |a=0,5%
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P=52,9+3,68x[C]+9,2x[C]*-2,66 x [CB] + 7,1 x [CB]* + 2,72 x [A]? Eq. 11

Sendo P = Pureza PspA4Pro, [C] = concentracdo de CTAB, [CB] = concentragédo da

biomassa e [A] = agitacéo

Observa-se também que os valores experimentais acompanharam os valores
preditos pelo modelo por todo o intervalo, com R? superior a 97%, isto é, o modelo
empirico esta representando bem os dados experimentais. Com base neste modelo
foram geradas superficies de resposta descrevendo como cada variavel influencia na

pureza da PspA4Pro (Figura 24rigura 24).

Figura 24: Superficies de resposta da pureza da PspA4Pro em funcao de: concentragdo de CTAB (X1) x
concentracdo de biomassa Umida (X2); concentracdo de CTAB x agitacdo (X3) e concentracdo da
biomassa Umida x agitagdo. A cor laranja representa a maior pureza
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Foi observada uma relac&o positiva entre 0 aumento da concentracdo de CTAB
e da agitacdo com o aumento da pureza, enquanto a reducdo da concentracdo da
biomassa Uumida, ou seja, aumento da dilui¢cdo, teve relacdo negativa. De acordo com
as superficies, os maiores valores de pureza seriam alcancados nas condi¢cfes
extremas (-1/+1) destas variaveis, enquanto os piores resultados seriam obtidos
préximo ao ponto central. A maior agitacdo favoreceria o encontro das moléculas do
detergente com os contaminantes, enquanto a menor concentracdo de biomassa teria
efeito oposto.

O grafico de Pareto (Figura 25) e a Tabela 15 mostram que a concentracdo de
CTAB e de biomassa sédo os fatores que mais influenciam na recuperacdo da
PspA4Pro, de forma independente e associadas entre si. A agitacao influencia somente
guando associada a concentracdo de biomassa. O modelo da influéncia destas

variaveis na recuperacdo da PspA4Pro esta descrito pela Equagéo 12.

Tabela 15: Calculo de regresséo e teste Anova para determinar a influéncia das varidveis concentracao
de CTAB, concentracdo de biomassa e agitacdo na recuperacao da PspA4Pro apds a etapa de

Clarificacéo.
Recuperagao PspA4Pro
Regressao
Variavel Coeficiente Erro padrdo T calculado p-valor
Média 58,07 1,46 39,81 0,0000
[CTAB] -6,29 0,91 -6,9 0,0000
[CTAB)? 12,26 0,96 12,77 0,0000
[Biomassa] 9,36 0,91 10,26 0,0000
[Biomassa]? 9 0,96 9,38 0,0000
[CTAB]x[Biomassa] 3,39 1,19 2,84 0,0175
[Biomassa]xAgitacao -2,91 1,19 -2,44 0,0347
Anova
Fonte de variagdo Soma dos Qraus de Quadrédo F p-valor
Quadrados Liberdade Médio calculado
Regressao 4255,4 6 709,2 62,4 0,00000
Residuos 113,7 10 11,4
Falta de ajuste 111,7 8 14 13,6 0,07052
Erro puro 2,1 2 1
Total 4369,1 16
R? 97,40%
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R = 58,7 — 6,29 x [C] +12.26 x [C]* +9.4 x [CB] + 9 x [CB]* +3,39 x [C] x [CB] — 2,9 x
[CB] x [A] Eq.12
Sendo R = recuperacdo de PspA4Pro, [C] = concentragdo de CTAB, [CB] =
concentracdo da biomassa e [A] = agitacéo

Figura 25: Grafico de Pareto e correlagdo entre valores preditos e experimentais dos ensaios do
rotacional para a recuperagdo da PspA4Pro. X1 corresponde a concentracdo de CTAB, X2 a

concentracao da biomassa Umida e X3 a agitacao
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As superficies de resposta obtidas mostram que a menor concentracdo da
biomassa Umida influenciou positivamente a recuperacdo de PspA4Pro independente
da concentracdo de CTAB e da agitacédo (Figura 26). Por outro lado, a biomassa mais
concentrada soO levou ao aumento da recuperac¢do quando acompanhada da reducao
da concentracdo de CTAB. De fato, o aumento da concentracdo de CTAB reduziu a
recuperacéo. Experimentos anteriores revelaram que o CTAB nao se liga a PspA4Pro,
mesmo quando o pH do meio estd acima do seu ponto isoelétrico (FIGUEIREDO,
2014). Desta forma, sugerimos que a perda de PspA4Pro com o aumento da
concentragdo de CTAB se deva ao arraste desta proteina juntamente com o precipitado
formado pela interagdo do CTAB com moléculas do hospedeiro. Uma suspenséo de
biomassa mais diluida levaria a menor arraste da PspA4Pro mesmo com o aumento da
concentragdo de CTAB, situacdo observada na superficie CTAB x diluigdo. Menor
agitacdo favoreceu a recuperacdo quando a biomassa estd mais diluida, porém das

trés variaveis a agitacao foi a que menos influenciou a recuperacéo da PspA4Pro.
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Figura 26: Superficie de resposta do aumento da recuperacdo da PspA4Pro em funcéo de: concentracéo
de CTAB (X1) x concentracdo de biomassa Umida (X2); concentracdo de CTAB x agitagdo (X3) e
concentracdo de biomassa Umida x agitagédo
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Diferente do que foi observado para a recuperacdo e a pureza, a agitacdo nao
influenciou significativamente na remoc¢ao de acidos nucleicos. Como pode ser visto na
Tabela 16 e nos graficos de Pareto (Figura 27) e de superficie (Figura 28), a
concentracdo de CTAB influenciou positivamente na remoc¢ao destes contaminantes,
enquanto menor concentracdo de biomassa teve efeito contrario. Por se ligar a
moléculas grandes com carga negativa, o CTAB é comumente utilizado na remocao de
acidos nucleicos e purificacdo de plasmideos, o que estd de acordo com o resultado
observado. Este modelo ndo apresenta efeitos quadraticos e est4d descrito pela
Equacédo 13. O R? abaixo de 90% indica que este modelo n&o representou t&o bem os
dados experimentais como 0s anteriores, indicando que este modelo precisaria ser
ajustado ou que outras avriaveis ndo analisadas estariam influenciando o resultado.
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Tabela 16: Calculo de regressao e teste Anova para determinar a influéncia das variaveis: concentracao

de CTAB e concentracao de biomassa na remoc¢éo de acidos nucleicos apos a etapa de Clarificacao

Remocao de acidos nucleicos

Regressao
Variavel Coeficiente Erro padrao T calculado p-valor
Média 46,94 2,25 20,88 0,0000
[CTAB] 19,93 2,51 7,94 0,0000
[Biomassa] -9,8 2,51 -391 0,0018
[CTAB]x[Biomassa] -8,75 3,28 -2,67 0,0193
Anova
Fonte de variacdo Soma dos Qraus de Quadrédo p-valor
Quadrados Liberdade Médio calculado
Regressao 7346,8 3 24489 28,5 0,00001
Residuos 1117,3 13 85,9
Falta de ajuste 1111,8 11 101,1 36,4 0,02702
Erro puro 5,6 2 2,8
Total 8464,1 16
R? 86,80%
Ran=46,94 + 19,93 x [C] — 9,80 x [CB] = 8,75 x [C] x [CB] Eqg. 13

Sendo Ran = remocdo de acidos nucleicos, [C] = concentracdo de CTAB e [CB] =
concentracao da biomassa
Figura 27: Gréfico de Pareto e correlagdo entre valores preditos e experimentais dos ensaios do

rotacional para a reducdo de acidos nucleicos. X1 corresponde a concentracdo de CTAB e X2 a
concentracdo da biomassa.

Nivel de significancia: g =(
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Figura 28: Superficie de resposta do aumento da reducdo de Acidos Nucleicos em funcdo da
concentracdo de CTAB x concentracdo da amostra.
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A Tabela 17 e o grafico de Pareto (Figura 29) mostram que, assim como foi
observado para o aumento da pureza da PspA4Pro, o aumento da concentragcdo de
CTAB e da agitacdo tiveram influéncia positiva na remocdo de polissacarideos,
enquanto a menor concentracdo da amostra teve influéncia negativa. A concentracdo
de CTAB foi o fator que mais influenciou na remocdo deste contaminante e, neste

modelo, atua somente de forma linear (Equacéo 14 e Figura 30).
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Tabela 17: Calculo da regresséo e teste Anova para determinar a influéncia das variaveis concentracédo

de CTAB, concentracdo de biomassa e agitacdo na remocgao de polissacarideos apés a etapa de

Clarificagéo.
Pureza PspA4Pro
Regressao

Variavel Coeficiente Erro padrao T calculado p-valor

Média 25,36 1,83 13,88 0,0000

[CTAB] 18,11 1,14 15,84  0,0000
[Biomassa] -7,49 1,14 -6,55 0,0000
[Biomassa]® 5,6 1,2 4,66 0,0007

Agitacdo 3,5 1,14 3,06 0,0108
Agitac3o’ 3,53 1,2 2,94 0,0136

Anova

Fonte de Soma dos Graus de Quadrado F

variagao Quadrados Liberdade Médio calculado p-valor
Regressdao 5869,6 5 1172,7 65,7 0,00000
Residuos 196,4 11 17,9

Falta de ajuste 192,7 9 21,4 11,6 0,08175
Erro puro 3,7 2 1,8

Total 6060 16

R? 96,76%

Figura 29: Gréfico de Pareto e correlagdo entre valores preditos e experimentais dos ensaios do
rotacional para a reducdo de polissacarideos totais. X1 corresponde a concentracdo de CTAB, X2 a

concentracdo da biomassa e X3 a agitacao.

Nivel de significancia: ln=0,5%
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PS =25.4 + 18,1 x [C] - 7,49 x [CB] + 5,6 x [CB]? + 3,5 x [A] + 3,5 X [A]? Eq. 14
Sendo PS = eliminagdo de polissacarideos, [C] = concentracdo de CTAB, [CB] =
concentragcao da biomassa e [A] = agitacéo

Figura 30: Superficie de resposta do aumento da recuperagdo da PspA4Pro em fungéo de: concentragdo
de CTAB x concentragdo da amostra; concentracdo de CTAB x agitacdo e concentragdo da amostra X

agitacao.
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Com base nos modelos obtidos acima, foram determinadas quatro condi¢des de
clarificacdo que resultariam nas maiores pureza e recuperacdo da PspA4Pro com
elevada remocéo dos contaminantes (Tabela 18). Os resultados dos ensaios descritos

na Tabela 18 sdo apresentados na Tabela 19.
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Tabela 18: Condi¢cbes simuladas para otimizacéo da clarificacdo com base nas equacbes geradas pelo
modelo do DCCR

] [Biomassa Agitacao [Salina]
Ensaios CTAB (%) o Temp. °C pH
umida] (g/L) (rpm) (mM)
1 0,26 23,4 175 10 25 6,5
2 0,24 23,4 209 10 25 6,5
3 0,26 33,8 209 10 25 6,5
4 0,26 23,4 125 10 25 6,5

Tabela 19: Resultados experimentais dos ensaios realizados de acordo com as condi¢des preditas como
6timas pelo modelo obtido do DCCR

Ensaio Pureza Recuperacao Redu_géo Ac. _ Redu}géo
PspA4Pro (%) PspA4Pro (%) Nucleicos (%) Polissacarideos (%)
1 72.7 97.7 77.6 74.2
2 73.8 100.0 75.9 66.8
3 68.4 96.1 61.9 65.8
4 68.0 95.6 78.0 83.4

A purificacdo de proteinas recombinantes € um processo complexo e dificilmente
€ possivel atingir 100% de pureza em somente uma etapa de purificacao,
especialmente quando esta etapa € pouco especifica, como a precipitacdo. Desta
forma, embora o modelo tedrico tenha determinado quais condicbes de clarificacdo
levariam a quase total remoc¢do de contaminantes com recuperacgao total da proteina,
era esperado que tais valores ndo fossem atingidos. Mesmo assim, comparando 0s
resultados da Tabela 19 com aqueles da Tabela 13, observamos que 0s ensaios
otimizados 1 a 4 sado os que melhor aliam a remoc¢ao dos contaminantes com a
recuperacéo da PspA4Pro. Todos os ensaios otimizados tiveram recuperacao superior
a 95% e pureza préoxima a 70% e, embora alguns ensaios do DCCR tenham atingido
valores semelhantes de pureza e recuperacdao (Ensaios 3, 9 e 12, Tabela 13), os
ensaios otimizados apresentaram remocao de acidos nucleicos e polissacarideos muito
maior. Das 4 condi¢des otimizadas escolhemos a condi¢do 1 para ser aplicada a um
processo de purificacdo completo da PspA4Pro, afim de compara-lo com o processo de
purificacdo utilizado no laboratorio até o0 momento, que emprega 0,1% de CTAB e 100

g/L de biomassa umida. Escolhemos esta condigdo porque embora a condi¢do 2 tenha
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pureza e recuperagao um pouco maiores, a condicdo 1 teve maior reducédo de acidos

nucleicos.

5.3.2. Comparacdo entre a purificacao da PspA4Pro empregando a

clarificacdo otimizada e a clarificacdo com 0,1% CTAB

Dois processos de purificagdo foram comparados, no primeiro foi feita a
clarificacdo com 100 g/L de biomassa Umida, agitacdo 100 rpm e 0,1% CTAB
(Purificacdo 1), e no segundo a clarificacdo foi feita de acordo a condicdo 1 (Tabela
18), determinada como oOtima pelo planejamento experimental, ou seja, concentracao
de biomassa umida 23,4 g/L, agitacao 175 rpm e 0,26% CTAB (Purificacéo 2).

Em ambos os processos de ruptura celular, a maior parte da biomassa foi
rompida nos dois primeiros minutos de circulacdo no homogeneizador de alta pressao
(Figura 31). Ap6s 4 min praticamente ndo houve mais queda na DO600, indicando que

o tempo de ruptura poderia ser reduzido.

Figura 31: Ruptura celular das biomassas produtoras de PspA4Pro
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Era esperado que as condi¢cdes de clarificacdo determinadas pelo modelo
resultassem em maior pureza e recuperacao de PspA4Pro ao final desta etapa, mas o
que se observou ndo foi isso. Ndo s6 a clarificacdo da purificagcdo 2 teve menor
recuperagdo, 69,9% contra 100% na purificacdo 1, como também menor fator de
purificacdo,1,4 contra 1,5 (Tabelas 20 e 21). Entretanto, o menor fator de purificacdo
pode ser explicado pela maior pureza inicial da amostra, 0 que € comum mesmo

guando se trabalha com por¢des diferentes da biomassa de um mesmo cultivo. Quanto
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maior a pureza inicial da amostra, menor tende a ser o aumento da pureza ap0s uma
etapa de purificacdo. Assim, apO0s a clarificacdo da purificacdo 2, a pureza de
PspA4Pro passou de 51,9% para 72,6% (Tabela 21), um valor elevado apds apenas
uma etapa de purificacdo e superior a pureza da fracdo eluida da Q-Sepharose na
purificacdo 1, que foi de 64,5% (Tabela 20).

Tabela 20: Tabela de purificacdo PspA4Pro empregando a clarificacdo com 0,1%CTAB e 100 g/L

biomassa Umida (Purificacéo 1)

Pureza PspA4 Recuperagao Recuperacéo Fator de Fator de
Fracdo PspA4Pro  total geral por etapa Purificagdo  Purificagéo por
(%) (9) PspA4Pro (%) PspA4Pro (%) geral (Vezes) etapa (Vezes)
Homogenato 37,5 4.8 100,0 100,0 1,0 1,0
Clarificado
CTAB 0,1% 58,1 4,8 100,0 100,0 15 15
Q300 64,5 2,9 61,1 61,1 1,7 1,1
Crio + pH4,0 97,6 25 52,8 86,4 2,6 15
SP850 98,2 1,6 34,2 64,7 2,6 1,0

Tabela 21: Tabela de purificagdo PspA4Pro empregando a clarificacdo com 0,26%CTAB e 23,4 g/L

biomassa Umida (Purificagao 2)

Pureza PspA4 Recuperagéo Recuperacéo Fator de Fator de
Fracdo PspA4Pro  total geral por etapa Purificagdo  Purificagéo por
(%) (9) PspA4Pro (%) PspAd4Pro (%) geral (Vezes) etapa (Vezes)
Homogenato 51,9 4.7 100,0 100,0 1,0 1,0
Clarificado
CTAB 0,26% 72,6 3,3 69,9 69,9 14 1.4
Q-Nao
. 78,9 3,3 69,9 100,0 15 11
adsorvida
Crio + pH4,0 82,6 3,2 68,5 98,0 1,6 11
SP850 98,4 1.3 27,7 40,4 1,9 1,2

A menor recuperacdo obtida na purificagcdo 2 (Tabela 21) em relacdo ao
experimento de validacdo do DCCR (ensaio 1, Tabela 19) pode ser resultado dos
diferentes modos de agitacdo empregados. Embora tenha sido mostrado que maior
agitacdo favoreceu a recuperacdo da PspA4Pro (Figura 26), nao foi estudada a
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influéncia do recipiente e do tipo de agitador. Por conta do menor volume, os testes do
delineamento experimental foram realizados em erlenmeyres de 500 mL agitados em
shaker, portanto com agitacédo orbital. J& a clarificacao foi feita em uma proveta de 4 L
e a suspensdo agitada com uma barra magnética. O ajuste da velocidade de agitacao
no shaker € mais preciso do que no agitador magnético e a diferenca no formato dos
frascos pode ter interferido no tempo de mistura, afetando a recuperacéo.

Também se observou que na purificacdo 2 a PspA4Pro ndo se ligou a resina de
troca anibnica, apesar do pH da solucdo estar acima do pl da proteina (Tabela 21,
fracdo Q-ndo adsorvida). Embora a maior concentracdo de detergente aumente
também a forca i6nica da solucao, o que dificultaria a ligacdo da proteina, a amostra foi
diluida, de modo a ajustar a forca i6nica para o mesmo valor do tampao de equilibrio,
logo este ndo deveria ser um fator a interferir na ligagdo com a resina. Uma explicacao
poderia ser de que as moléculas de CTAB livres, de carga positiva, tenham envolvido a
PspA4Pro, com carga negativa, isolando a proteina e impedindo que ela se ligasse a
resina.

Durante a crioprecipitacdo em pH 4,0 observou-se grande aumento da pureza
na purificacdo 1, acompanhado de perda de cerca de 14% da PspA4Pro. Em
contrapartida, a mesma etapa na purificacdo 2 mostrou quase 100% de recuperacao,
mas um fator de purificacdo muito menor. Novamente, isso era esperado ja que a
amostra foi crioprecipitada com uma pureza maior na purificacdo 2 e muitas das
proteinas que teriam precipitado nesta etapa ja haviam sido removidas durante a
clarificacdo. Outra diferenca importante é que, ap0s a crioprecipitacdo, a pureza de
PspA4Pro foi superior a 97% na purificagdo 1 (Tabela 20), enquanto na purificagao 2
este valor foi de apenas 82% (Tabela 21), sendo necesséaria a aplicacdo na SP-
Sepharose para atingir a pureza final desejada, que era superior a 95%, o0 que
acarretou em perdas adicionais de PspA4Pro, levando a recuperagdo geral de 27,7%
(Tabela 21), enquanto na purificacao 1 obteve-se 34,2% (Tabela 20).

Estes resultados mostram que abordagens diferentes poderiam ser adotadas de
acordo com as condi¢cdes de clarificagdo escolhidas. Na purificagdo 1, a pureza
desejada foi atingida antes da cromatografia de troca catibnica, indicando que esta
etapa poderia ser removida do processo, 0 que aumentaria a recuperagao de

PspA4Pro para mais de 50%. Ja na purificacdo 2, a cromatografia de troca catibnica se
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mostrou necessaria para atingir a pureza requerida. Contudo, neste processo a
cromatografia de troca anibnica teve baixo fator de purificacdo e diluiu mais de quatro
vezes a proteina, ja que esta foi recolhida na fragdo ndo adsorvida. Como a pureza do
clarificado ja estava acima de 70%, a proteina poderia ser acidificada e congelada com
pouca perda de PspA4Pro, observada quando a crioprecipitacdo em pH4,0 é feita em
amostras com pureza >60% (FIGUEIREDO, 2014). Assim, um processo de purificacédo
sem a etapa de cromatografia de troca catidnica utilizando as condigdes de clarificagao
determinadas pelo DOE poderia ser avaliado no futuro.

5.4.Nanoparticulas poliméricas

5.4.1. Caracterizacdo das nanoparticulas

As nanoparticulas de PGA-co-PDL produzidas pelo método de emulséo simples
apresentaram tamanhos entre 449 nm e 124 nm, um pouco menores do que as
nanoparticulas de PLGA, que variaram entre 459 nm e 143 nm. Descontando a
formulacdo 1, a Unica a produzir nanoparticulas maiores do que 400 nm dos dois
polimeros, os tamanhos maximos atingidos foram de 221nm e 230 nm para PGA-co-
PDL e PLGA, respectivamente (Tabela 22). As particulas dos dois polimeros
apresentaram carga negativa, sendo a PLGA mais negativa do que a PGA-co-PDL em

todas as formulagoes.
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Tabela 21: Caracteristicas das NP obtidas pelo método de emulsdo simples a partir de cada formulagéo

produzida
PGA-co-PDL PLGA
Formulacéao Tamanho Carga (mV) PDI Tamanho Carga (mV) PDI
(nm) (nm)
1 449+65,8 -14,9+1,3 0,244+0,01 459+71,2 -24,4+0,7 0,249+0,02
2 140,7+6,4 -13,9+1,2 0,090+0,03 147,4+7,1 -21,9+1,0 0,094+0,02
3 210,4+18,1 -11,5+£1,0 0,117+0,04 216,9+£10,3 -22,810,4 0,105+0,03
4 130,845,5 -11,940,2 0,087+0,03 146,6+4,0 -21,5+0,9 0,09+0,02
5 207,5+48,7 -14,1+2,2 0,125+0,06 215,2450,0 -22,9+0,5 0,130+0,06
6 218,4+18,9 -14,3+1,8 0,115+0,01 215,8+43,3 -22,6x£1,0 0,113+0,01
7 148,0+5,3 -13,7+0,09 0,075+0,01 154+3,4 -23,2+0,09 0,112+0,02
8 192,9+9,4 -15,1+2,0 0,08+0,01 143,4+7,7 -23,1+0,08 0,10+0,02
9 221,8+11,0 -15,3+£1,5 0,150+0,04 230+13,4 -22,0£1,4 0,159+0,05
10 124,146,7 -12,8+0,7 0,082+0,02 160,1+7,4 -20,9+1,1 0,09+0,01

As formulacdes que produziram NP < 200 nm foram aquelas que, na maior parte
das vezes, apresentaram maior volume de DCM, maior concentracado de PVA nas duas
fases aquosas, maior amplitude do sonicador e tempo de sonicacdo intermediario
(formulagbes 2, 4, 7, 8 e 10, Tabela 8). Estas NP também apresentam baixa
polidispersao (PDI < 0,1), indicando que as a variacao entre o tamanho das NP é baixa.
Estes resultados sugerem que aumentar o volume de DCM e a concentracdo de PVA
nas duas fases aquosas leva a formagdo de NP menores. Contrastando com isso, a
formulagéo 1, a uUnica que produziu particulas > 400 nm, foi aquela que combinou os
menores valores para de DCM (2 mL) e PVA (5 mL para PGA-co-PDL e 3 mL para
PLGA). Aumentar a amplitude do sonicador e sonicar as particulas por até 2 min
também parece favorecer a producédo de NP menores. As diferencas nas formulagdes
nao causaram alteracdes radicais na carga das NP, e observou-se que, na maioria dos
casos, NP de PLGA foram um pouco maiores do que as de PGA-co-PDL para as
mesmas formulacdes, além de serem mais negativas. Dentre as formulacfes
avaliadas, aquelas que resultaram nas menores NP foram escolhidas para a producao
das NP carregando PspA4Pro, ou seja, a formulacdo 10 (DCM 2 mL, PVA10% 5 mL,
amplitude 65%, tempo de sonicagcdo 120 s e PVA 0,75%) para PGA-co-PDL e
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formulacdo 8 (DCM 2 mL, PVA 10% 3 mL, amplitude 65%, tempo de sonicacdo 120 s e
PVA 0,50%) para PLGA.

O tamanho, carga e PDI das NP produzidas por emulsdo dupla foram de
205,6%4,0 nm, -15,3+1,2 mV e 0,134+0,04 para NP de PGA-co-PDL e 220,3%£6,5 nm, -
22,1+0,3 mV e 0,1+0,03 para as NP de PLGA. Embora maiores do que as particulas
produzidas via emulsdo simples, estas particulas ainda estdo na faixa de tamanho
favoravel a captacdo pelas células dendriticas.

Determinadas as formula¢fes das particulas para ambos os polimeros, diversos
lotes de NP foram produzidos, por emulsdo simples, para o0os experimentos de
incorporacao de cloridrato de quitosana (HCI-CS) ou carboximetil quitosana (CM-CS).
Diferentes concentracbes de quitosana foram testadas e as caracteristicas das NP
obtidas sdo apresentadas nas Tabelas 23 e 24.

Tabela 22: Caracteristicas das NP produzidas por emulsdo simples com diferentes concentra¢cfes de
HCI-CS

PGA-co-PDL PLGA
Concentragdo  Tamanho Tamanho
(mg/mL) () Carga (mV) PDI () Carga (mV) PDI
0,2 171,1+1,0 11,6+0,3 0,07+0,01 182,1+1,3 13,6+0,2 0,06+0,01
0,5 217,03+2,5 15,6+0,5 0,08+0,02 152,2+3,5 16,6+0,5 0,08+0,03
1 149,9+1,2 15,5+0,6 0,07+0,04 141,6%1,5 19,6+0,4 0,07+0,03
2 148,1+2,8 18,2+0,8 0,08+0,02 152,1+3,0 18,8+0,6 0,09+0,02
4 184,9+6,0 18,1+0,1 0,09+0,01 190,945,2 17,1+0,1 0,09+0,01
6 180,1+1,2 14,8+0,4 0,07+0,02 201,1+2,0 12,8+0,7 0,08+0,05

8 256,5+3,1 13,4+0,9 0,08+0,03 267,1+6,1 12,2+1,0 0,08+0,03
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Tabela 23: Caracteristicas das NP produzidas por emulsao simples com diferentes concentracées de

CM-CS
PGA-co-PDL PLGA
Concentragdo  Tamanho Tamanho
(mg/mL) () Carga (mV) PDI () Carga (mV) PDI
0,2 126,6+0,8 -25,240,1 0,09+0,01 139,2+1,3 -30,3+0,3 0,06+0,08
0,5 125,1+1,2 -25,6+0,3 0,07+0,03 137,1+0,9 -32,2+0,8 0,08+0,02
1 121,7+#1,0 -26,6+0,6 0,07+0,03 150,5+2,1 -31,1+0,7 0,07+0,04
2 179,8+0,3 25,1+1,3 0,08+0,04 198,2+1,5 -34,340,9 0,09+0,01
4 303,1+1,1 -38,5+1,4 0,13+0,03 311,8+3,6 -40,5+£1,0 0,11+0,01
6 349,5+3,3 -41,740,5 0,12+0,01 357,3+6,6 -47,840,6 0.10+0,09
8 344,942 4 -42,5+0,3 0,12+0,04 366,9+10,1 -48,1+0,4 0,11+0,09

Ainda buscando obter as particulas com menor tamanho, as concentracfes de
guitosana escolhidas para NP de PGA-co-PDL foram: HCI-CS: 1,0 mg/mL e CM-CS:
1,0 mg/mL. Para NP de PLGA as concentracdes escolhidas foram: HCI-CS: 1,0 mg/mL

e CM-CS: 0,5 mg/mL. Observou-se que as particulas de HCI-CS mudaram a carga das

NP de negativa para positiva, enquanto as particulas de CM-CS tornaram as particulas

ainda mais negativas. Os efeitos desta mudanca na carga foram bem observados na

ligacdo e liberacdo das PspA4Pro as NP, como se mostrard adiante. As mesmas

concentragOes de quitosana foram incorporadas nas NP produzidas por emulséo dupla.

As caracteristicas destas particulas sdo apresentadas na Tabela 25.
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Tabela 24: Caracteristicas das NP produzidas por emulsao dupla quando HCI-CS e CM-CS séao

adicionadas as formulagGes

PGA-co-PDL PLGA
HCI-CS (1,0 mg/mL) HCI-CS (1,0 mg/mL)
Tamanho (nm) Carga (mV) PDI Tamanho (nm) Carga (mV) PDI
291,049,2 17,4+1,0 0,09+0,04 310,2+600 13,2+0,8 0,1+0,03
CM-CS (1 mg/mL) CM-CS (0,5 mg/mL)
Tamanho (nm) Carga (mV) PDI Tamanho (nm) Carga (mV) PDI
280,518,8 -20,1+1,5 0,13+0,02 299,4+7,1 -40,5+0,9 0,9+0,07

Observou-se aumento significativo no tamanho das NP apds a adicdo de ambos
os tipos de quitosana, mas nao foram feitos novos experimentos para determinar se
diferentes concentracdes de quitosana poderiam reduzir o tamanho das NP. Como
todas as particulas apresentaram tamanho < 500nm, prosseguiu-se para a ligacdo da
PspA4Pro das NP.

5.4.2. Ligacdo da PspA4Pro as NP

Duas estratégias para a ligacdo da PspA4Pro as NP foram utilizadas. A primeira
foi a adsorcdo da proteina na superficie das particulas. Enquanto a segunda foi o
encapsulamento da proteina no interior das NP. A adsorcao foi testada nas NP
produzidas por emulsdo simples, enquanto o encapsulamento foi utilizado para as
particulas produzidas por emulsdo dupla. Estes dois métodos, combinados com a
auséncia, ou presenca, de quitosana, levaram a variacdes na capacidade da proteina

se ligar as NP, como pode ser observado na Tabela 26.
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Tabela 25: Adsor¢éo e encapsulamento da PspA4Pro nas NP

PGA-co-PDL — Adsorcao

Formulacdo PspA(ug)/NP(mg) Eficiéncia da ligacéo (%)*
NP sem quitosana pH 7,0 25,5748,13 63,94+20,33
NP sem quitosana pH 4,0 9,31+4,34 23,26+10,85
NP HCI-CS pH 7,0 36,49+1,15 91,23+2,87
NP CM-CS pH 7,0 15,41+2,48 38,52+6,21
NP CM-CS pH 4,0 11,39+4,13 28,49+10,33
PLGA — Adsorcao
Formulacdo PspA(ug)/NP(mg) Eficiéncia da ligagao (%)
NP sem quitosana pH 7,0 8,24+6,28 20,60£15,7
NP sem quitosana pH 4,0 36,28+0,23 90,69+0,57
NP HCI-CS pH 7,0 37,59+1,94 93,97+4,84
NP CM-CS pH 7,0 10,55+5,10 26,40+12,62
NP CM-CS pH 4,0 29,62+7,80 74,04+19,48
PGA-co-PDL - Encapsulamento
Formulacdo PspA(ug)/NP(mg) Eficiéncia da ligacéo (%)
NP sem quitosada pH7,0 4,14+0,22 2,07+0,80
NP HCI-CS pH7,0 22,88+2,65 11,44+6,62
NP CM-CS pH7,0 7,86+1,83 3,9346,71
PLGA — Encapsulamento
Formulacdo PspA(ug)/NP(mg) Eficiéncia da ligacéo (%)
NP sem quitosada pH7,0 29,57+4,9 14,78+7,36
NP HCI-CS pH7,0 59,33+1,32 29,66+4,65
NP CM-CS pH7,0 11,88+4,15 5,94+1,7

NP: nanoparticula, HCI-CS: cloridrato de quitosana, CM-CS: carboximetil quitosana, eficiéncia de ligagédo
calculada de acordo com a Eq. 1

Inicialmente todos os experimentos de adsor¢céo da PspA4Pro foram realizados
em pH 7,0. Nesta condicdo observou-se que a adsorcdo da PspA4Pro nas particulas
com HCI-CS foi muito superior a das demais particulas. Atribuiu-se isso ao fato de esta
ser a uUnica formulagdo com carga positiva, uma vez que, em pH 7,0, a PspA4Pro
possui carga negativa (pl=4,8), levando a interacdo idnica entre ambas. No caso das
NP sem quitosana e com CM-CS, as principais forcas de interacdo com a proteina

seriam interacdes hidrofébicas e ligacdes de hidrogénio. Desta forma, decidiu-se repetir
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a adsorcao nas NP sem quitosana e com CM-CS em pH 4,0, pH no qual a PspA4Pro
tem carga positiva, enquanto as NP formuladas tém carga negativa. Em pH 4,0 a
adsorcao foi favorecida apenas nas formulagdes com PLGA, aumentando mais de 4x
nas NP sem quitosana e quase 3x nas NP com CM-CS. Ao contrario do esperado, nas
NP formuladas com PGA-co-PDL a adsorcao de PspA4Pro foi menor em pH 4,0 do que
em pH 7,0. Experimentos anteriores realizados em nosso laboratério (FIGUEIREDO et
al., 2017) mostraram, através do dicroismo circular de PspA4Pro purificada, que esta
proteina perde parte da sua estrutura terciaria em pH 4,0, o que poderia entdo estar
relacionado a menor adsor¢cdo em PGA-co-PDL. Embora a PspA4Pro volte a estrutura
nativa com o aumento do pH, € possivel que esta perda, nas condi¢cdes de adsorcao
testadas, desfavoreca a ligacdo da proteina nas NP de PGA-co-PDL. Se este for o
caso, o tamanho maior das NP de PLGA e o fato de serem mais negativas
favoreceriam a ligacdo com a proteina, 0 que poderia compensar a perda de estrutura
da PspA4Pro

N&o foi testado o encapsulamento em pH &cido, pois como o encapsulamento
ocorre durante a formacdo das NP, a mudanca de pH poderia afetar ou até impedir a
formacgéo das particulas. Observou-se que o encapsulamento foi menos eficiente do
gue a adsorcdo em todas as formula¢gdes. Determinadas as condi¢des de ligacdo da
PspA4Pro as NP, ou seja, adsor¢cdao em pH 7,0 para PGA-co-PDL sem quitosana e
PGA-co-PDL CM-CS, adsorcao em pH 4,0 para PLGA sem quitosana e PLGA CM-CS
e adsorcdo em pH 7,0 para PGA-co-PDL HCI-CS e PLGA HCI-CS, as NP passaram a

ser caracterizadas quanto a liberacdo de PspA4Pro.

5.4.3. Caracterizacao da PspA4Pro liberada das NP

As formulacdes de PGA-co-PDL onde a PspA4Pro foi adsorvida com carga
oposta a da NP, ou seja, a pH 4,0 para CM-CS e sem quitosana e pH 7,0 para HCI-CS,
foram aquelas onde ocorreu menor liberagdo de proteina em 24 h (<50%), enquanto
nas formulagbes onde proteina e NP tinham as mesmas cargas (pH 7,0 para CM-CS e
sem quitosana) a liberacéo variou entre 70% e 80% da PspA4Pro durante 24 h. Em
todas as formulagdes a maior parte da liberacdo de PspA4Pro ocorreu rapidamente,

atingindo um platé apés 2 h do inicio do experimento (Figura 32).
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Figura 32: Liberagcdo da PspA4Pro adsorvida nas NP de PGA-co-PDL durante 24 h
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No caso das formulagbes encapsuladas, menos de 15% da PspA4Pro foi
liberada das particulas de PGA-co-PDL com HCI-CS durante o ensaio, enquanto as
particulas com CM-CS liberaram 40% e as sem quitosana 80% (Figura 33). Diferente
das proteinas adsorvidas, as proteinas encapsuladas ndo estdo em contato direto com
o tampéo e sua liberacdo depende da degradacdo das NP. Assim, a menor liberacéo
de PspA4Pro das particulas com quitosana pode sugerir que a presenca desta contribui
para a manutencado da integridade das NP. Assim como nas particulas com PspA4Pro
adsorvida, toda a liberacdo das NP com PspA4Pro encapsulada ocorreu nas primeiras
horas do ensaio. Como dito anteriormente, a internalizacédo de particulas pelas células
dendriticas ocorre rapidamente. Isso significa que a administracdo de uma vacina sem
quitosana levaria a internalizacdo principalmente de PspA4Pro livre e de particulas
degradadas, o que poderia comprometer sua agdo adjuvante. J& uma vacina de NP

com quitosana seria internalizada integra pelas células dendriticas.



115
Figura 33: Liberagcédo da PspA4Pro encapsulada nas NP de PGA-co-PDL durante 24 h
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Tal qual nas NP de PGA-co-PDL, a liberacdo de PspA4Pro das NP de PLGA
ocorreu nas primeiras horas do ensaio. As NP com HCI-CS e sem quitosana
formuladas a pH 4,0 com PspA4Pro adsorvida liberaram respectivamente 100% e 90%
da proteina apés 1 h (Figura 34). A liberacdo da proteina das NP com CM-CS foi
particularmente baixa, atingindo apenas 31% para PspA4Pro adsorvida em pH 4,0,
4,9% para a adsorvida em pH 7,0 e 1,37% para a encapsulada. Nenhuma formulacao
de PLGA com PspA4Pro encapsulada apresentou liberagdo superior a 10% (Figura
35).

Figura 34: Liberacdo da PspA4Pro adsorvida nas NP de PLGA durante 24 h
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Figura 35: Liberacdo da PspA4Pro encapsuladas nas NP de PLGA durante 24 h
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5.4.4. Integridade da PspA4Pro liberada das NP

Em todas as amostras de PspA4Pro liberada das NP é possivel observar uma
banda no SDS-PAGE com o mesmo tamanho da PspA4Pro controle (Figura 36). Nao
foi observada degradacdo da proteina, que seria caracterizada pela presenca de
bandas de menor massa molecular ou, em caso de total degradacgéo, pela auséncia da
banda da PspA4Pro. Podem ser observadas bandas acima da PspA4Pro em ambas
formulcdes, tanto com proteina adsorvida como encapsulada, de forma mais
pronunciada nas amostras provenientes das particulas com CM-CS e PspA4Pro
encapsulada (Figura 36B, canaletas 3 e 4). Estas bandas, com aproximadamente 100
kDa poderiam decorrer da formacdo de dimeros da proteina. A presenca em todas as
amostras de uma banda de mesmo tamanho que a do controle positivo de PspA4Pro
demonstra que a ligacdo desta proteina as NP, nas condigbes descritas, nao
comprometeu a integridade da proteina. Isso é especialmente importante para as NP
onde a PspA4Pro foi encapsulada, pois neste caso ela esteve em contato direto com o
solvente organico, DCM, durante mais tempo, o que poderia comprometer sua
integridade. Resultados semelhantes aos da Figura 36foram observados nas amostras
de PspA4Pro liberada das NP de PLGA, tanto para a proteina adsorvida como para a

encapsulada.
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Figura 36: SDS-PAGE 12% da PspA4Pro liberada das NP de PGA-co-PDL. A) PspA4Pro adsorvida. 1:
PspAdpro controle; 2: Paddo de peso molecular; 3 e 4: NP com HCI-CS pH 7,0; 5 e 6: NP com CM-CS
pH 4,0; 7 e 8: NP com CMC-CS pH 7,0; 9 e 10: NP sem quitosana pH 7,0; 11 e 12: NP sem quitosana
pH 7,0. B) PspA4Pro encapsulada. 1: Padrdo de peso molecular; 2: PspA4Pro controle; 3 e 4: NP com
CM-CS; 5 e 6: NP com HCI-CS; 7 e 8: NP sem quitosana
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5.4.5. Reconhecimento da proteina liberada das NP por anticorpos anti-

PspA4Pro
Epitopos bem conservados se ligam avidamente aos anticorpos, o que, na

reacdo de ELISA, resulta em elevada absorbancia. Por isso, amostras onde a proteina
conservou seus epitopos podem ser diluidas extensivamente e continuar com
absorbancia maior do que a do branco no ELISA. A PspA4Pro liberada das NP de
PGA-co-PDL (Figura 37) e PLGA (Figura 38), sem quitosana e com HCI-CS foi capaz
de se ligar aos anticorpos monoclonais anti-PspA4Pro de forma muito semelhante a
PspA4Pro controle, indicando manutencdo de epitopos importantes nas proteinas
liberadas das NP. Ja no caso da PspA4Pro liberada das NP com CM-CS foi observada
uma queda significativa na capacidade ligacdo ao anticorpo anti-PspA4Pro. Assim, se
considerarmos a maior diluicdo detectavel de anticorpo aquela onde a Abs504nm=0,1,
a PspA4Pro liberada de todas as amostras sem quitosana, com HCI-CS e o controle foi
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detectada com diluicdo >64000, enquanto nenhuma proteina proveniente de NP com

CM-CS foi detectada em diluicBes superiores a 8000 (Figura 37 e 38).

Figura 37: Reconhecimento da PspA4Pro liberada das NP de PGA-co-PDL com proteinas adsorvidas (A)
e encapsuladas (B) por anticorpos anti-PspA4Pro
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Figura 38: Reconhecimento da PspA4Pro liberada das NP de PLGA com proteinas adsorvidas (A) e
encapsuladas (B) por anticorpos anti-PspA4Pro
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5.4.6. Atividade biol6gica

~

Os resultados do ensaio de ligacdo da PspA4Pro a lactoferrina humana

mostraram que nas NP de PGA-co-PDL sem quitosana observou-se reducdo entre
35% e 50% na ligacdo a lactoferrina (Figura 39) e nas NP de PLGA sem quitosana
observou-se reducdo entre 50% e 70% (Figura 40). Embora este experimento tenha
mostrado que as proteinas liberadas das NP com CM-CS tenham perdido entre 80% e
99% da sua capacidade de se ligar a lactoferrina humana (Figuras 40 e 41), é
importante observar que este ensaio foi feito com 0 mesmo anticorpo monoclonal que o

ELISA. Portanto, a baixa ligagdo a lactoferrina observada poderia ser decorrente do
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fato de o anticorpo néo ter sido capaz de reconhecer a PspA4Pro liberada das NP
formuladas com CM-CS, mesmo que esta estivesse ligada a lactoferrina da placa. Por
outro lado, o ensaio realizado mostrou retencdo total da atividade biologica da
PspA4Pro liberada das NP com HCI-CS e parcial das NP sem quitosana (Figura 39e
40).

No corpo humano, a lactoferrina € uma defesa importante contra a invasao pelo
pneumococo, pois sequestra ions ferro necessarios para o crescimento bacteriano. A
capacidade da PspA ligar-se a lactoferrina humana é uma forma de defesa importante
do microrganismo, pois a lactoferrina ligada a PspA € incapaz de se ligar aos ions ferro,
gue permanecem disponiveis para a bactéria. O fato da pspA4Pro liberada das
nanoparticulas continuar sendo capaz de se ligar a lactoferrina humana indica
manutencdo da estrutura secundaria da proteina, que é importante para gerar

anticorpos capazes de reconhecer as PspA do pneumococo.

Figura 39: Ensaio de ligacéo a lactoferrina da PspA4Pro liberada das NP de PGA-co-PDL com proteina
adsorvida (A) ou encapsulada (B)

p =]

1.0 4 *
0.8 1
0.6 -

0.4

0.2 _I_

Abs 405nm




121

2.0

Abs 405nm

Analise estatistica ANOVA , * p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001

Figura 40: Ensaio de ligagdo a lactoferrina da PspA4Pro liberada das NP de PLGA com proteina
adsorvida (A) ou encapsulada (B)
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Analise estatistica ANOVA , * p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001

Os ensaios de ligacdo a anticorpos anti-PspA4Pro e de atividade biolégica
mostraram que as proteinas liberadas das NP sem quitosana e com HCI-CS
conservaram epitopos importantes, além do sitio de ligacdo a lactoferrina, indicando
gue nao houve comprometimento da estrutura da proteina. O mesmo nao pode ser dito
da PspA4Pro liberada das NP com CM-CS. Foi observado que a incorporacdo da CM-
CS as NP reduziu a carga das NP, tornando-as ainda mais negativas do que aguelas
sem quitosana. Uma vez que o pl da PspA4Pro é igual a 4,8, esta proteina possui
carga negativa em pH 7,0, que foi o pH do tampdo no ensaio de liberacdo da
PspA4Pro. Nestas condicfes espera-se uma maior repulsdo entre a proteina e a
particula com CM-CS do que entre a proteina e particula sem quitosana. Esta repulsao
poderia levar a agregacdo da PspA4Pro, o que poderia explicar a presenca de uma
banda proxima a 100 kDa observada das amostras de PGA-co-PDL+CM-CS com
PspA4Pro encapsulada (Figura 36B), e a perda de estrutura da proteina. Por conta dos
resultados do ELISA e da ligacdo a lactoferrina, decidiu-se abandonar as formulagdes
com CM-CS. Assim, os ensaios de toxicidade, spray-dry e outros experimentos foram

feitos somente com as formulacdes sem quitosana e com HCI-CS.
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5.4.7. Toxicidade das NP

A toxicidade das particulas de PGA-co-PDL e de PLGA, ambas com e sem HCI-
CS, foi determinada através do ensaio de captacdo de corante brometo de 3-(4,5-
dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazdlio (MTT), que mede a atividade mitocondrial de
células viaveis através da metabolizacéo de sais de tetrazolio (ABREU 2008).

O ensaio mostrou aumento da morte celular com o aumento da concentracao de
NP (Figura 41). As NP de PGA-co-PDL se mostraram mais toxicas do que as de PLGA
em concentracdes superiores a 1,2 mg/mL, e ndo houve diferenca significativa entre a

toxicidade das NP contendo HCI-CS e NP sem quitosana (Figura 41).

Figura 41: Viabilidade de células dendriticas JAWS Il na presenca de concentracdes crescentes de NP
de PLGA e de PGA-co-PDL

120
100

80

60

A

40

Viabilidade celular (%)

20

0,00 0,50 1,00 1,50 2,00 2,50 3,00
Concentracdo NP (mg/mL)

—@— PLGA HCI-CS PGA-co-PDL HCL-CS
—@— PGA-co-PDL sem quitosana —@—PLGA sem quitosana

5.4.8. Producdo das NCMP e ensaio de aerolizacdo

Particulas menores do que 1 um tendem a ser exaladas e dificilmente chegam a
regido alveolar, por isso a técnica de spray-dry foi empregada para envolver as NP em

microparticulas de L-leucina capazes de chegar as vias respiratorias e a periferia dos
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pulmbes, onde as NP devem ser liberadas. A Tabela 27 abaixo apresenta a
recuperacdo do processo de spray-dry. Além das formulagBes definidas pelos
experimentos anteriores, foram produzidas NP sem PspA4Pro (chamadas de vazias)

gue servirdo de controle negativo para os experimentos de imunizagdo em animais.

Tabela 26: Recuperacdo das NCMP produzidas por spray-dry

Formulacéo Recuperacao (%)
PGA-co-PDL sem quitosana (Vazia) 40,9
PGA-co-PDL + HCI-CS (Vazia) 86,4
PLGA sem quitosana (Vazia) 46,5
PLGA + HCI-CS (Vazia) 80,9
PGA-co-PDL sem quitosana (PspA4Pro adsorvida) 39,3
PGA-co-PDL + HCI-CS (PspA4Pro adsorvida) 53,0
PLGA sem quitosana (PspA4Pro adsorvida) 64,5
PLGA + HCI-CS (PspA4Pro adsorvida) 59,4
PGA-co-PDL sem quitosana (PspA4Pro encapsulada) 33,6
PGA-co-PDL + HCI-CS (PspA4Pro encapsulada) 50,3
PLGA sem quitosana (PspA4Pro encapsulada) 84,3
PLGA + HCI-CS (PspA4Pro encapsulada) 71,9

Todas as formulac6es contendo HCI-CS tiveram recuperacdo superior a 50%,
enquanto, com excecdo da PLGA sem quitosana e PspA4Pro encapsulada, as
formulacdes sem quitosana tiveram recuperacado entre 30% e 40%. Apds cada spray
dry, foi observada a deposicdo de MCMP na saida do equipamento, apdés nebulizador.
N&o foi possivel recuperar estas particulas, o que explica a baixa recuperacdo de
algumas das formulacgdes.

O ensaio de aerolizacdo in vitro das NCMP permitiu calcular a porcentagem de
deposicao das microparticulas (PDM), a fracdo de particulas finas (FPF) e o diametro
mediano aerodinAmico de massa (DMAM), parametros que nos permitem determinar
em que regido das vias respiratérias as NCMP se depositariam. Para a deposicdo nos
pulmbes € ideal que o DMAM seja superior a 1,0 um. Isso significa que, das
formulacbes testadas, € esperado que haja alguma perda no ar exalado de
microparticulas contendo NP de PGA-co-PDL e PLGA com HCI-CS (Tabela 28). Como
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este parametro representa um valor médio, ainda deve ocorrer deposicdo destas
particulas nos pulmdes.

A quantidade de NCMP aplicada ao impactador foi de 40 mg, desse montante,
somente entre 27,55% e 48,75% atingiu os estagios 1 a 8 do impactador (FPF, Tabela
27 e Figura 42e 43), portanto a maior parte das NCMP ficou no inalador, ou seja, nas
vias aéreas superiores. Da fracdo que atingiu o impactador, de 8,9 ug a 15,75 ug se
depositaram nos estagios 2 a 7 (PDM, Tabela 28) e a maior quantidade se depositou
no ultimo estagio (Figura 42e 43), demonstrando que as NCMP produzidas devem ser

capazes de atingir a regido bronco-alveolar, entregando as NP na regido desejada.

Tabela 27: Aerolizacdo in vitro das NCMP

Formulacéo PDM (ug) FPF % DMAM (um)
PGA-co-PDL sem quitosana 14,42 43,21 1,48
PGA-co-PDL HCI-CS 8,9 27,55 0,81
PLGA sem guitosana 12,1 36,26 2,23
PLGA HCI-CS 15,75 48,75 1,00

PDM: porcentagem de deposi¢éo das microparticulas; FPF: fracdo de particulas finas; DMAM: diametro
mediano aerodindmico de massa

Figura 42: Deposi¢cdo das NCMP de PGA-co-PDL nas placas do NGI. A) PGA-co-PDL sem quitosana, B)
PGA-co-PDL HCI-CS
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Figura 43: Deposicdo das NCMP de PLGA nas placas do NGI. A) PLGA sem quitosana, B) PLGA HCI-
CSs
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Desta forma, os lotes de NCMP foram produzidos. Estas NCMP foram
armazenadas em tubos de 50 mL e trazidas para o Instituto Butantan, onde testes in
vitro e in vivo foram realizados para verificar seu potencial como vacina pneumocaocica

pulmonar em modelos animais.

5.4.9. Ativacdo de células dendriticas

Células dendriticas (DC) sao linfécitos derivados da medula éssea e o tipo mais
potente de célula apresentadora de antigeno, que captura e processa antigenos para
serem apresentados para células T. A capacidade das NP de serem capturadas e
ativar as DC se relaciona diretamente ao seu potencial como vacina, e por isso foi
realizado o ensaio de ativagao de DC com as NCMP produzidas com a finalidade de
selecionar quais formulagdes seriam avaliadas nos experimentos em animais.

Foram diferenciadas DC de 6 camundongos e a ativacao das células foi avaliada
por citometria de fluxo. Os marcadores utilizados para verificar a ativagcdo das DC
foram CD40, CD80, CD86 e lale. O CD40 é um marcador de superficie pertencente a
familia dos receptores do fator de necrose tumoral (TNF-R). As células dendriticas, ao
interagirem com linfocitos T por intermédio dos marcadores CD40 e CD40L sofrem um
processo de maturacdo que leva ao aumento da expressao de moléculas MHC classe

Il e de moléculas de superficie coestimuladoras CD80 e CD86, o que torna as DC
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aptas a apresentar os antigenos e a ativar células T naive (CARVALHO 2003). J& lale
€ uma molécula MHC classe Il presente em células dendriticas quiescentes. Para cada
formulacdo foi calculada a porcentagem de células ativadas para os marcadores
testados, e a mediana de fluorescéncia das células marcadas (MFI), que representa
intensidade da ativacao.

Em um primeiro experimento, foi comparada a ativacao de DC pelas diferentes
NCMP contendo NP com PspA4Pro adsorvida. Nao houve diferenga estatisticamente
significativa entre a porcentagem de células CD40+ (Figura 44A) e lale+ (Figura 44F)
do controle negativo e a das células incubadas com NCMP, ou mesmo com LPS, que
foi empregado aqui como controle positivo. Também n&o houve diferenca significativa
entre a mediana de fluorescéncia para o marcador de CD40 (Figura 44B), mas houve
diferenca significativa entre o MFI lale das células incubadas com LPS e com PGA-co-
PDL sem quitosana vazia (Figura 44H).

A populacdo de células CD80+ foi significativamente maior apos a incubacao
com LPS, PGA-co-PDL sem quitosana e com HCI-CS vazias, PGA-co-PDL HCI-CS
com PspA4Pro e PLGA sem quitosana e com PspA4Pro (Figura 44B). O MFI de CD80+
também foi significativamente maior para as cinco formulagbes acima, mas nao foi
significativamente diferente para PGA-co-PDL HCI-CS vazia em relacdo ao controle
negativo (Figura 44D).

Por fim, a populacdo CD86+ foi significativamente maior para as células
estimuladas com LPS, PGA-co-PDL sem quitosana vazia, PGA-co-PDL com HCI-CS
vazia e com PspA4Pro. Destas, apenas PGA-co-PDL sem quitosana vazia e com HCI-
CS com PspA4Pro apresentaram MPFI significativamente maior do que o controle
negativo (Figura 44F).

No conjunto, estes resultados mostram fraca ativagcdo de células dendriticas
pelas moléculas de PLGA, independente da presenca de quitosana ou PspA4Pro. Na
verdade, a presenca de PspA4Pro parece influenciar pouco na ativacdo das DC.
Considerando que as NCMP sdo grandes, sua internalizacdo pelas DC €& pouco
favorecida quando comparada as particulas menores. Desta forma, o que deve estar
sendo internalizado s&o as NP liberadas das NCMP. O experimento de liberacéo de
PspA4Pro mostrou que a liberacdo da proteina € rapida e incompleta. Uma das

formulacdes que apresentou melhor resultado na ativacdo de DC foi a PGA-co-PDL
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HCI-CS com PspA4Pro, que mostrou liberacdo de somente 40% de PspA4Pro em 24 h
(Figura 32). Isso indica que tanto a presenca de NP de PGA-co-PDL vazias como de

NP com a proteina adsorvida é capaz de ativar as células dendriticas.

Figura 44: Efeito da presenca das NCMP contendo diferentes formula¢cdes de NP, produzidas por
emulsdo simples, com e sem PspA4Pro adsorvida, na ativacdo de células dendriticas da medula éssea
de camundongos. A) % CD CD40+ B) MFI CD40, C) % CD CD80+ D) MFI CD80, F) % CD CD86+ G)
MFI CD86, G) % CD lale+ H) MFI lale. Diferengas estatisticamente significativas com o grupo controle
sem estimulo estéo indicadas (One-way ANOVA, pés-teste de Tukey).
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Em seguida, foram comparadas NCMP contendo NP com PspA4Pro
encapsulada. As particulas de PLGA HCI-CS com PspA4Pro encapsulada foram as
Gnicas que promoveram aumento estatisticamente significativo nas células CD40+,
(Figura 45A). Na verdade, esta formulacao foi a Unica que aumentou significativamente
a populacdo de células para todos os marcadores (Figura 45 A, C, E, G). O perfil da
PLGA sem quitosana com a proteina foi bastante semelhante a formulagdo com
quitosana, com aumento na % de CD80+, CD86+ e lale+, mas ndo de CD40+ (Figura
45 A, C, E, G).

O estimulo com as particulas de PGA-co-PDL nao foi significativamente
diferente do controle negativo para nenhum dos marcadores. Além da localizagdo da
PspA4Pro na particula, que aqui encontra-se no interior, outra diferenca entre as NP
deste ensaio e do anterior € o tipo de emulsdo pelo qual foram preparadas, simples no
primeiro experimento e dupla no segundo. Embora maiores, as particulas preparadas

por emulsdo dupla ainda sdo menores do que 300 nm, entdo o tamanho néo deveria



130

ser um obstaculo na internalizacéo pelas DC. Entdo a diferenca no perfil de ativacéo
das DC pelas NP de PGA-co-PDL deve ser devida a outros fatores que ndo o tamanho,
tais como a morfologia das nanoparticulas ou a diferenca na carga superficial. Nao
houve diferenca significativa entre os MFI CD40, CD80 e CD86 de nenhuma
formulacao, seja entre si ou entre 0s controles negativo e positivo (Figuras 45 B, D, F).
A excecdo foi MFI lale, que foi significativamente maior para PGA-co-PDL sem

guitosana com PspA4Pro e para PLGA com quitosana e PspA4Pro (Figura 45 H).

Figura 45: Efeito da presenca das NCMP contendo diferentes formulacées de NP, produzidas por
emulsdo dupla, com e sem PspA4Pro encapsulada, na ativacao de células dendriticas da medula 6ssea
de camundongos. A) % CD CD40+ B) MFI CD40, C) % CD CD80+ D) MFI CD80, F) % CD CD86+ G)
MFI CD86, G) % CD lale+ H) MFI lale. Diferengas estatisticamente significativas com o grupo controle
sem estimulo estéo indicadas (One-way ANOVA, pés-teste de Tukey).
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Como dito anteriormente, além de medir a capacidade das formulagdes de ativar
células dendriticas, este experimento teve o objetivo de reduzir o numero de
formulacdes a serem avaliadas nos proximos experimentos, diminuindo o numero de
camundongos necessarios para o desafio com S. pneumoniae. Com base nestes
resultados decidiu-se prosseguir com apenas duas formulag¢des: 1) NCMP contendo
NP de PGA-co-PDL com HCI-CS e PspA4Pro adsorvida; e 2) NCMP contendo NP de
PLGA com HCI-CS e PspA4Pro encapsulada.

5.5.Imunizagdo de camundongos com NCMP contendo 2 ug de PspA4Pro

Apés imunizagdo dos animais, foi observado aumento significativo no titulo de
IgG anti-PspA4Pro nos animais imunizados com uma dose de 2 ug PspA4Pro por via
subcutanea e por via pulmonar com as NCMP com NP contendo PspA4Pro, tanto
adsorvida quanto encapsulada, quando comparados com 0s animais que receberam
salina, ou particulas vazias sem PspA4Pro e ndo houve diferenca significativa entre os

titulos atingidos por estes 3 grupos (Figura 46A).
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A segunda dose da vacina levou ao aumento dos titulos de IgG anti-PspA4Pro
dos animais que receberam PspA4Pro por via subcutanea e as NCMP com NP com
PspA4Pro por via pulmonar, mas ndo da PspA4Pro pulmonar ou das NCMP sem
PspA4Pro. Apo6s a segunda dose também se observa menos dispersao entre os titulos
dos 6 animais de cada grupo (Figura 46B). Novamente ndo houve diferenca
significativa entre os titulos de IgG anti-PspA4Pro entre os trés grupos com maior
resposta.

Nestes trés grupos se observou uma resposta mais forte para IgGl em
comparacao com IgG2a, com razdes lgG1l/lgG2a maiores do que 1 (Figura 47). Foi
observada menor razdo lgG1/IgG2a no grupo PLGA HCI-CS PspA4Pro em relacao a
PspA4Pro subcutanea, com diferenca estatisticamente significativa. IgG1l favorece a
resposta imune tipo Th2, se caracteriza pela producéo de IL-4, que facilita a mudanca
isotipica de células B, e IL-5, que induz a producédo de eosindfilos. J&4 IgG2a favorece a
resposta Thl, caracterizada pela producao de IFN-y, que aciona a atividade bactericida

de macréfagos e leva as células B a producéo de anticorpos opsonizantes.

Figura 46: Titulo de IgG anti-PspA4Pro no soro de animais imunizados com PspA4Pro (2 ug) e diferentes
formulacées de NCMP (sem PspA4Pro ou com 2 ug de PspA4Pro). A) Titulo apés uma dose; B) Titulo
apos duas doses. Diferencas estatisticamente significativas com o grupo controle salina-pulmonar estao
indicadas (One-way ANOVA, pos-teste de Tukey).
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Figura 47: Raz&o entre os titulos de IgG1 e IgG2a no soro de animais imunizados com duas doses de
PspA4Pro (2 pg) e diferentes formulacdes de NCMP
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5.6.Imunizagcdo de camundongos com NCMP contendo 6 ug de PspA4Pro

Neste experimento os grupos foram imunizados com 6 ug PspA4Pro. Tanto a
imunizacdo subcutanea como com NCMP contendo PspA4Pro apresentaram aumento
no titulo de IgG anti-PspA4Pro quando comparados com o controle negativo (Figura 48
A e B). Ao mesmo tempo, PspA4Pro pulmonar continuou ndo levando a producao de
IgG anti-PspA4Pro, mesmo com o aumento da dose (Figura 48 A). Os titulos gerados
por PspA4Pro administrada por via subcutanea apos 1 e 2 doses foram comparaveis
entre os dois experimentos (Figuras 46 e 48). Ja os titulos encontrados no soro dos
animais que receberam as NCMP com PspA4Pro foram significativamente maiores
quando a dose administrada passou de 2 ug para 6 ug. Isso resulta ndo sé do aumento
na quantidade de PspA4Pro como também na quantidade de NP. Este resultado
reforca a importancia das NP como adjuvantes na resposta imune desencadeada por
estas formulagdes. Como no experimento anterior, a razdo lgG1l/IgG2a indica um
favorecimento pela producdo de IgGl. Nao houve diferenca significativa entre as

razdes IgG1/lgG2a entre as trés formulacdes (Figura 49).

Figura 48: Titulo de IgG anti-PspA4Pro no soro de animais imunizados com PspA4Pro (6 ug) e diferentes
formulac6es de NCMP (sem PspA4Pro ou com 6 pg de PspA4Pro). A) Titulo apdés uma dose; B) Titulo
apés duas doses. Diferengas estatisticamente significativas com o grupo controle salina-pulmonar e
PspA4Pro-pulmonar estédo indicadas (One-way ANOVA, pés-teste de Tukey).
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Log10 titulo IgG anti-PspA4Pro
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Figura 49: Razéo entre os titulos de IgG1 e IgG2a no soro de animais imunizados com PspA4Pro (6 ug)
e diferentes formulag6es de NCMP
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5.7.Desafio letal com S. pneumoniae

Foram realizados 2 experimentos de desafio letal, no primeiro observou-se
protecéo parcial da PspA4Pro administrada por via subcutanea e das 2 formulagdes
administradas por via pulmonar: PLGA HCI-CS com PspA4Pro encapsulada e da PGA-
co-PDL HCI-CS com PspA4Pro adsorvida (Tabela 28). A eficacia das NCMP em
proteger os animais contra a doenca pneumocécica via imunizacdo pulmonar foi
avaliada através do desafio letal com a linhagem de S. pneumoniae ATCC 6303

(sorotipo 3, PspAb5).

Tabela 28: Numero de animais sobreviventes e taxa de sobrevivéncia apés desafio letal com S.
pneumoniae ATCC 6303. Camundongos Balb/c foram imunizados com 2 ug de PspA4Pro

Grupo Sobreviventes % Sobrevivéncia P*
Salina 0/6 0 -
PspA4Pro pulmonar 0/6 0 -
PspA4Pro subcutanea 2/6 33,3 0,23
PGA-co-PDL HCI-CS vazia 0/6 0 -
PGA-co-PDL HCI-CS PspA4Pro adsorvida 4/6 66,7 0,03
PLGA HCI-CS vazia 0/6 0 -
PLGA HCI-CS PspA4Pro encapsulada 2/6 33,3 0,23

*Teste exato de Fisher

No segundo experimento de desafio, sobreviveram 33% dos animais imunizados
com PspA4Pro subcutanea, 83% dos animais imunizados com NCMP contendo NP de
PGA-co-PDL HCI-CS e PspA4Pro adsorvida e 100% dos animais imunizados com
NCMP contendo NP de PLGA HCI-CS e PspA4Pro encapsulada (Tabela 29). O
aumento da massa de NCMP/dose resultou em aumento no titulo de IgG anti-
PspA4Pro (Figuras 47B e 48B) e isso se refletiu no aumento da sobrevivéncia dos
animais imunizados. O aumento da dose néo significa aumentar apenas a quantidade
de antigeno, mas também de NP administrada jutno com o antigeno. A PspA4Pro
pulmonar n&do ofereceu qualquer protecdo contra a doenga, e mesmo a imunizagao
com PspA4Pro subcutdnea com a maior dose (6 ug) ofereceu apenas protecdo parcial.
Este experimento demonstrou ndo s6 que a imunizacdo pulmonar com as NCMP
contendo NP ligadas a PspA4Pro foi capaz de proteger os animais contra a doenca

pneumocadcica de forma eficiente, mas também mostrou a eficacia em aumentar a dose
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de NCMP na protecao contra a doenca e a importancia da presenca das nanoparticulas

e seu efeito adjuvante na imunizacdo com PspA4Pro.

Tabela 29: Nimero de animais sobreviventes e taxa de sobrevivéncia apés desafio letal com S.
pneumoniae ATCC 6303. Camundongos Balb/c foram imunizados com 6 ug de PspA4Pro

Grupo Sobreviventes % Sobrevivéncia p*
Salina 0/6 0 -
PspA4Pro pulmonar 0/6 0 -
PspA4Pro subcutanea 2/6 33,3 0,23
PGA-co-PDL HCI-CS vazia 0/6 0 -
PGA-co-PDL HCI-CS PspA4Pro adsorvida 5/6 83,3 0,007
PLGA HCI-CS vazia 0/6 0 -
PLGA HCI-CS PspA4Pro encapsulada 6/6 100,0 0,001

*Teste exato de Fisher
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6. DISCUSSAO

O objetivo principal deste trabalho foi produzir e avaliar uma vacina pulmonar
composta por nanoparticulas poliméricas contendo antigenos proteicos de S.
pneumoniae. Inicialmente planejava-se produzir nanoparticulas com dois antigenos
distintos, a PspA4Pro e a PdT. Uma vez que a producdo da PspA4Pro ja estava bem
estabelecida (CAMPAGNI et al., 2016; FIGUEIREDO et al., 2017), este trabalho propos
a otimizagédo do processo de purificacdo com foco na etapa de clarificagdo, uma das
mais importantes do processo. Quando este trabalho comecou ainda n&do havia um
processo de producdo nem de purificacdo estabelecidos para a PdT. Desta forma,
pretendia-se construir uma cepa de E. coli recombinante capaz de expressar o gene da
PdT, preparar um estoque congelado deste clone para futuros experimentos, realizar
cultivos em frasco e em reator deste clone e purificar a proteina produzida para que
esta pudesse ser utilizada na producédo das nanoparticulas. Apesar de o clone produtor
de PdT ter sido obtido com sucesso, ndo houve tempo habil para realizar os cultivos e
a purificacdo da molécula antes da ida para o estagio de doutorado sanduiche na
Liverpool John Moores University, onde foi feita a producdo das nanoparticulas.
Atualmente nosso laboratério continua trabalhando com a producéo de purificacdo da
PdT e espera-se que no futuro nanoparticulas contendo este antigeno, sozinho ou em
conjunto com a PspA4Pro possam ser produzidas e estudadas.

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2009), a toxina diftérica CRM197 deve apresentar pureza superior a
90% para ser utilizada como carreadora em vacinas pneumocdcicas conjugadas.
Outros trabalhos, como ZHANG; PAN (2005) e CHENG et al. (2009) apresentaram
processos de purificacdo de proteinas recombinantes que chegaram a 95% de pureza.
No processo desenvolvido para a purificacdo da PspA4Pro atingiu-se pureza superior a
97% (FIGUEIREDO et al., 2017, Anexo ll). Isso significa que neste quesito, os dois
processos de purificacdo de PspA4Pro mostrados aqui, com clarificacdo na presenca
de 0,1% ou 0,26% de CTAB, apresentaram resultados superiores, 98,2% de pureza na
purificacdo empregando 0,1% e 98,4% de pureza na purificagdo com 0,26% de CTAB
(Tabelas 20 e 21).
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Outros processos de purificacdo da PspA descritos na literatura sdo o de
BARAZZONE et al. (2011), que purificaram uma PspA de clado 1 em fusdo com uma
cauda de 6 hitidinas (His-tag) utilizando cromatografia de troca anibnica e
cromatografia de afinidade por metal para elevar a pureza da PspA de 34,9% para
96,6% com recuperagdo de 23%, e o de CARVALHO et al. (2012) que utilizaram
cromatografia de troca anidnica, cromatografia de afinidade por metal e cromatografia
de troca catidnica para aumentar a pureza da PspA de clado 3 com His-tag de 22,1%
para 96,5% com recuperacdo de 22%. Os processos de purificacdo apresentados
neste trabalho permitiram obter a PspA4Pro, produzida sem qualquer cauda de
afinidade, com maior pureza e maior recuperacdo empregando duas etapas de
precipitacdo, com CTAB e crioprecipitacao a pH 4,0, e duas etapas de cromatografia de
troca i6nica. Embora a insercdo de tags em proteinas recombinantes seja uma
estratégia comum para facilitar a purificacdo, algumas vezes aumentando a
recuperacao, a solubilidade e facilitando o refolding, a fusdo com tags pode resultar em
alteracdes na conformacdo, atividade bioldégica ou enzimatica e na toxicidade da
proteina purificada (ARNAU et al., 2006). Isso pode ocorrer mesmo utilizando tags
pequenas, como a cauda de histidinas (WU; FILUTOWICZ 1999). Por isso, as tags
devem ser removidas das proteinas, o que implica na adicdo de uma etapa de clivagem
e uma etapa de remoc¢ao dos produtos de hidrélise da tag no processo de purificacao.
Além destas etapas adicionais aumentarem o tempo do processo, € necessario garantir
que a clivagem tenha sido completa e que a proteina de interesse nao tenha sido
degradada no processo, caso a clivagem seja feita por proteases. A remocao das tags
normalmente é feita por cromatografia de afinidade, que emprega resinas caras, €
muitas vezes mais de uma etapa de purificacdo € necesséaria (ARNAU et al., 2006,
HOU et al., 2004). Uma alternativa é o uso de tags com sitio de autoclivagem, o que
elimina o uso de proteases (LU et al. 2011; SHI et al., 2014), mas ainda depende de
etapas adicionais de purificacdo para remocao de tags e de proteinas onde a clivagem
foi incompleta. E por isso que na producdo industrial, tags s6 sdo utilizadas quando as
vantagens superam 0s custos e o tempo associados com a sua remocgéao (BELL et al.,
2013). As purificacdes realizadas neste trabalho permitiram obter uma proteina pura
sem 0 uso de tags, o que elimina as etapas descritas acima. Isso impacta

significativamente no custo do processo, ja que resinas de afinidade por metal, como a
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IMAC-Sepharose (GE) sao significativamente mais caras do que resinas de troca
ibnica, como a Q-Sepharose e a SP-Sepharose utilizadas neste trabalho (GE
LIFESCIENCE 2019).

A preocupacdo com os custos de um processo de purificacdo é particularmente
importante quando se leva em consideracéo que este pode representar de 70 a 90% do
custo total de produgédo de um produto em larga escala (STRUBE et al., 2011).
Embora estes custos possam ser vidveis para produtos com elevado valor agregado,
eles sdo um grande obstaculo para a producdo de vacinas em larga escala e para
distribuicdo universal, especialmente em paises com menos recursos disponiveis para
investir na imunizacdo de toda populacdo. Dai vem a necessidade de reduzir ao
maximo o custo de producdo de uma vacina, o que passa pelo desenvolvimento de um
processo de purificagdo simples, eficiente e com o0 menor custo possivel. Uma forma de
reduzir os custos de um processo é estudando como as variaveis que compde cada
etapa do processo influenciam no resultado final. Para realizar esse tipo analise, o
planejamento experimental (DOE) é uma ferramenta eficiente e largamente utilizada.
Como exemplo do uso do DOE na otimizacdo de processos, pode-se citar o trabalho de
VICENTE et al. (1998), que utilizou o planejamento experimental fatorial e a
metodologia de superficies de resposta para otimizar a producdo de biodiesel. A
analise da superficie obtida mostrou que a temperatura e a concentracéo de catalizador
tém efeito positivo na conversao de Oleos vegetais em biodiesel e que o efeito da
concentracdo € maior do que o da temperatura, mas que temperaturas muito altas,
acima de 60 °C, e concentracbes de catalisador acima de 1,5% apresentavam efeito
negativo. O modelo criado por VICENTE et al (1998) através do planejamento
experimental se adequou aos dados experimentais e permitiu encontrar a condi¢cao
otima para a producédo de biodiesel. Da mesma forma, os modelos obtidos aqui se
adequaram bem aos resultados experimentais, especialmente o modelo de
recuperacdo de PspA4Pro, que foi muito proxima a 100% nas quatro condigfes
testadas (Tabela 19). MARTHOS et al. (2015) utilizaram o planejamento experimental
para estudar os efeitos dos componentes do meio de cultura na producédo de
polissacarideo capsular de S. pneumoniae do sorotipo 1 (PS1). Os resultados do
planejamento mostraram que um novo meio de cultura com menor concentracao de

extrato de levedura e peptonas e sem adicdo de aminoacidos seria viavel. Avaliado no
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cultivo em reator, este novo meio aumentou a producéao de PS1 quando comparado ao
meio inicial e a outros meios da literatura (MARTHOS et al.,, 2015). Como nesses
trabalhos, o DOE realizado aqui permitiu determinar a influéncia de variaveis na etapa
de clarificagcdo da PspA4Pro. Diferente de Marthos, que realizou um delineamento
fatorial fracionado, aqui foi utilizada uma matriz de Plackett & Burman. Ambas séo
estratégias empregadas quando existem muitas variaveis e se deseja identificar quais
delas sdo as mais importantes (RODRIGUES; IEMMA, 2009). A escolha entre estas
técnicas normalmente se da pelo tipo do experimento que esta sendo realizado. A
matriz de Plackett & Burman permite obter os mesmos resultados do que em um
fatorial fracionado, porém com menor nimero de experimentos, entdo é mais indicada
guando os experimentos em questao sdo caros ou dificeis. Ja um fatorial fracionado é
mais indicado quando se imagina que havera um maior nimero de fatores e de
interacOes entre fatores significativas para o processo (RODRIGUES; IEMMA, 2009).
Neste trabalho, Plackett & Burman foi escolhido porque a quantidade de biomassa
disponivel para o DOE era limitada, entdo era importante reduzir ao maximo o nimero
de experimentos.

Dentre as variaveis mais importantes para a pureza e a recuperacdo da
PspA4Pro na etapa de clarificacdo estd o CTAB. Este detergente catidnico €
comumente utilizado na ruptura celular e na precipitacdo de acidos nucleicos e
polissacarideos (HUANG; KIM 2013; TOMANEE; HSU; ITO 2004; LANDER et al.,
2002). Neste trabalho, os modelos de remocéo de polissacarideos e acidos nucleicos
mostraram que a concentragdo de CTAB tem efeito positivo na remocdo destas
moléculas. Além de polissacarideos e acidos nucleicos, YOSHIHISA (1999) utilizou
CTAB para a remoc¢éo de LPS durante a purificacdo de proteinas da familia da RTX
toxina, enquanto nosso grupo mostrou que a clarificacdo com CTAB foi capaz de
remover mais de 96% das endotoxinas da amostra, além de aumentar a pureza da
PspA4Pro em relacdo a outras proteinas (FIGUEIREDO et al., 2017). A concentracao
de LPS apos a clarificacdo com 0,26% de CTAB néo foi medida, mas considerando a
previsdo do modelo obtido pelo DOE, é esperado que a eliminacdo do LPS igual ou

superior aguela obtida com 0,1% de CTAB. De fato, a reducdo de polissacarideos esta
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relacionada a diminuicdo de LPS, uma vez que o método do fenol sulfdrico empregado
para dosar polissacarideos reage também com a porcéo polissacaridica do LPS.

Ainda com relacdo ao processo de purificacdo de PspA4Pro, o aumento da
concentragédo de 100 mM para 150 mM de NaCl na fracao de eluicdo de contaminantes
da Q-sepharose (Tabela 20), aumentou o fator de purificacdo desta etapa (de 1,3 para
1,7), mas também reduziu a recuperacdo da PspA4Pro (61,1% contra 69,3%) em
relacdo ao anteriormente proposto por FIGUEIREDO (2014). Este novo processo de
purificacdo (Tabela 20) permitiu atingir a pureza desejada ap0s a crioprecipitacdo em
pH 4,0, enquanto o processo anterior precisou da cromatografia de troca catiénica para
atingir pureza superior a 95%. Descontando a Ultima etapa cromatografica, o novo
processo teria alcancado recuperacdo geral de PspA4Pro 17% maior (53% contra
36%).

A PspA4Pro purificada foi utilizada para a produgdo das nanoparticulas
poliméricas na Liverpool John Moore University durante o estagio de doutorado
sanduiche. MANOLOVA et al. (2008) mostraram a importancia do tamanho das
particulas na absorcao por células dendriticas. Seu estudo mostrou que apoés a injecéo
subcutanea de particulas de poliestireno de tamanho variado, particulas grandes, entre
500 nm e 2000 nm, se associavam as DC no local da injecdo, enquanto particulas
menores, entre 20 nm e 200 nm, eram capazes de chegar aos linfonodos para serem
apresentadas as DC residentes, o que é preferivel, pois nos linfonodos as DC podem
apresentar os antigenos através dos complexos de histocompatibilidade maiores
(MHC) de classes | e Il, ativando células T naive e induzindo uma forte resposta imune
sistémica. Por outro lado, particulas muito pequenas também néo séo ideais, visto que
KIM et al. (2010) mostraram que particulas de 200 nm foram melhor internalizadas por
células dendriticas da medula 0ssea do que particulas de 30 nm. Tanto as particulas
de PLGA como as de PGA-co-PDL produzidas apresentaram tamanho inferior a 200
nm. Apesar da adicdo da quitosana e da PspA4Pro ter aumentado o tamanho das
particulas, estas se mantiveram abaixo dos 300 nm (Tabela 23 e Tabela 24), o que
permitiria sua chegada aos linfonodos e internalizagéo pelas células dendriticas. Isso
foi confirmado pelo experimento de ativacdo de células dendriticas, onde foi observada
ativacao tanto para nanoparticulas de PGA-co-PDL como para PLGA.
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Em cada mg de nanoparticulas de PGA-co-PDL com HCI-CS foram adsorvidos
aproximadamente 36,5 ug de PspA4Pro. Isso representa um aumento de 82% na
adsorcao de PspA4Pro em relacéo ao trabalho de KUNDA et al. (2015), que produziu
nanoparticulas de PGA-co-PDL com PspA4Pro adsorvida. Este aumento deve ser
devido a carga positiva das nanoparticulas com quitosana. Particulas de PGA-co-PDL
sem quitosana apresentaram concentracdo de PspA4Pro/NP proxima a 25 ug/mg, valor
muito mais préximo ao resultado de Kunda.

FECZKO et al. (2011) utilizaram planejamento experimental para otimizar o
encapsulamento de albumina bovina (BSA) em nanoparticulas de PLGA. Eles
utilizaram um delineamento fatorial tipo Box-Behnker com 3 fatores e 3 niveis e
determinaram que trés variaveis independentes influenciaram no encapsulamento da
proteina: a concentracdo de PLGA, a concentracdo de BSA e a raz&o entre os volumes
da fase aquosa e da fase organica (ra). Outras duas variaveis, a concentracdo de PVA
e 0 tempo da segunda sonicagcdo, nao influenciaram independentemente, mas
modificaram os efeitos das outras variaveis. A concentracdo de PLGA apresentou
efeito linear fortemente positivo e algum efeito quadratico negativo, entdo
concentracbes moderadas de PLGA, especialmente quando associadas a tempos
curtos de sonicacao, foram mais eficientes para encapsular a BSA. A concentracao de
BSA teve efeito negativo quando variavel independente, mas positivo quando
relacionado com a concentracdo de PLGA. Ou seja, aumentar a concentracdo de BSA
torna o encapsulamento menos eficiente, mas aumentar a razao BSA/PLGA melhora a
eficiéncia do processo. Aumentar ry, teve efeito positivo no encapsulamento. Com base
no modelo obtido, FECZKO et al. (2011) chegaram a mais de 98% de eficiéncia no
encapsulamento da BSA. Este valor estd muito acima da eficiéncia dos
encapsulamentos realizados neste trabalho, que foram de apenas 33% para
nanoparticulas de PLGA e 29% para nanoparticulas de PLGA com HCI-CS. Neste
trabalho, a concentracdo de PLGA utilizada foi de 2,8%, o que esta dentro do intervalo
6timo definido por FECZKO et al. (2011), que fica entre 2,5 e 4,0% e a razdo
PspA4Pro/PLGA empregada aqui foi baixa (1:10), o que também deveria favorecer o
encapsulamento. O terceiro elemento para um encapsulamento 6timo é uma razao

agua/dleo elevada. O modelo de FeczkG mostrou que ry=6 resultaria em



144

encapsulamento superior, entre 90% e 100%, dependendo da concentracdo de PLGA.
No encapsulamento realizado neste trabalho, a ry, foi préoxima a 2,5. FECZKO et al.
(2011) sugerem que se a ra for baixa pode ocorrer quebra das goticulas da primeira
emulséo, permitindo o escape da proteina. Como a PspA4Pro (43 kDa) é menor do que
a BSA (66 kDa), este escape seria ainda mais critico para a PspA4Pro. No conjunto,
todos os fatores elencados acima poderiam explicar a baixa eficiéncia de
encapsulamento. E importante frisar que a escolha das formulagdes das nanoparticulas
de PGA-co-PDL e de PLGA foi feita sem levar em consideragdo a ligagdo com
PspA4Pro, com base no apenas no tamanho das NP geradas sem proteina, visando
alcancar o menor tamanho possivel para aumentar a captacdo pelas células
dendriticas. No futuro um planejamento experimental poderia ser empregado para
aperfeicoar o encapsulamento da PspA4Pro nas nanoparticulas de PLGA.

A liberacgéo inicial de PspA4Pro das nanoparticulas de PGA-co-PDL HCI-CS foi
de aproximadamente 30% e a liberacéo final apds 24 h foi de aproximadamente 40%.
J& a liberacdo inicial das nanoparticulas sem quitosana foi de aproximadamente 50% e
a final de 70%. O ensaio de liberacéo in vitro de PspA4Pro de nanoparticulas de PGA-
co-PDL (sem quitosana) realizado por KUNDA et al. (2015) mostrou liberacéo inicial de
aproximadamente 40% e final de aproximadamente 94%. Portanto, a presenca da
guitosana ndo mudou muito o perfil inicial de liberacdo, mas levou a uma liberacao final
muito menor, provavelmente por causa da forte ligacao entre a proteina e a particula
com carga oposta.

Embora a liberacdo controlada de farmacos seja desejavel em muitos casos a
fim de manter a dosagem continua no corpo, a rapida liberacdo de 30% da PspA4Pro
nas primeiras duas horas ndo deve representar um empecilho para a vacinagdo com
estas particulas, ja que os antigenos liberados seriam internalizados e apresentados
pelas células dendriticas juntamente com antigenos ainda ligados as NP, que poderiam
ter acdo adjuvante (GHOTBI et al., 2011). Além disso, as proprias NP vazias podem ter
efeito adjuvante (ZHAO et al., 2014). Outros estudos mostram que a internalizacao de
nanoparticulas por células dendriticas ocorre dentro de um intervalo de 1 a 2 h de
incubacdo (CRUZ et al.,, 2012, KARAGOUNI et al., 2013, SALEEM et al., 2005),
intervalo onde a maioria da PspA4Pro ainda esta dentro das nanoparticulas.
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A liberacdo de proteinas encapsuladas em nanoparticulas de PLGA ocorre
através de quatro vias: transporte através de poros cheios de agua, transporte através
do polimero, bombeamento osmotico e dissolucédo da particula (FREDENBERG et al.,
2011). A liberag&o por poros ocorre via difusdo, que depende do coeficiente de difusédo
do liquido dentro dos poros, da porosidade da particula e da tortuosidade dos poros,
gue devem ser continuos desde o ponto onde esta a proteina, ou outra molécula
encapsulada, até a superficie, e devem ser grandes o bastante para a passagem da
molécula. A liberagdo por poros € o principal mecanismo de liberacdo de moléculas
encapsuladas durante os estagios iniciais da liberacdo. Moléculas hidrofilicas, como
proteinas e DNA geralmente sao liberadas por poros (SHARMA et al., 2016). A baixa
liberacdo de PspA4Pro encapsulada durante as 24 h do ensaio sugerem que a difusao
da proteina para fora das particulas através de poros foi muito pequena, talvez pela
auséncia de poros nas particulas ou pelo pequeno tamanho dos poros presentes. Tao
pouco a liberacdo deve ocorrer por transporte através do polimero, fenémeno
observado para moléculas pequenas e hidrofébicas. O transporte por osmose € raro
em particulas de PLGA e também depende da existéncia de poros largos
(FREDENBERG et al., 2011). Desta forma, a liberacdo da PspA4Pro das
nanoparticulas de PLGA deve ocorrer principalmente pela degradacao das particulas.
Isso explicaria a baixa liberacdo durante as 24 h do teste, visto que a degradacédo das
nanoparticulas de PLGA pode levar varios dias (SHAH; CHA; PITT 1992, ZILBERMAN;
GRINBER 2008).

As caracteristicas fisico-quimicas, como tamanho, carga e forma, de uma
nanoparticula determinam como esta ira interagir com as células e, portanto, tém
ligacdo direta com sua toxicidade. Particulas pequenas possuem maior area superficial
relativa do que particulas grandes com a mesma massa, 0 que aumenta a area de
interacdo com componentes celulares. O tamanho reduzido também facilita a entrada
na célula, o que poderia causar dano celular (HUANG; CAMBRE; LEE 2017). JIANG et
al. (2008) mostraram que o tamanho das nanoparticulas de anatase TiO influenciava
na producdo de espécies reativas de oxigénio. Eles também verificaram que
nanoparticulas amorfas também produziam mais espécies reativas de oxigénio. LEE et
al. (2014), mostraram a influéncia da forma das particulas em sua citotoxicidade,

mostrando que nanoparticulas de 6xido de ferro com formato de bastdo foram mais
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toxicas do que nanoparticulas esféricas em linhagem de macrofagos murinos RAW
264,7, gerando maior resposta inflamatoria, producéo de espécies reativas de oxigénio
e necrose. Embora a morfologia das nanoparticulas nédo tenha sido determinada neste
trabalho, MCCALL e SIRIANNI (2013) mostraram que nanoparticulas de PLGA
preparadas por emulsdo simples e por emulsdo dupla eram esferas lisas, 0 que
implicaria em menor toxicidade

A carga na superficie das particulas € outro fator que pode estar relacionado
com sua toxicidade, pois interfere na entrada das nanoparticulas na célula e no modo
como essas particulas irdo interagir com as organelas e moléculas intracelulares. KAI
et al. (2011) mostraram que trés nanoparticulas de Oxido de ferro com cargas
diferentes, entre +4,5 mV e +14,5 mV, apresentaram graus diferentes de citotoxicidade
em células de hepatoma humano, linhagem BEL-7402. Eles verificaram que a
toxicidade aumentava com o aumento da carga. O mesmo foi observado para
nanoparticulas de ZnO, pois as particulas carregadas positivamente foram mais toxicas
para células epiteliais de alvéolos humanos (A549) do que particulas negativas com
tamanho e forma similares (BAEK et al., 2011).

Uma possivel explicacdo para essa diferenca na toxicidade de nanoparticulas
com tamanho e forma similares, mas cargas distintas, seria a composicdo da
membrana das células de mamiferos, que s&o ricas em glicosaminoglicanas
carregadas negativamente, que facilitariam a internalizacdo das nanoparticulas com
carga positiva e repeliriam as de carga negativa. Dentro das células as nanoparticulas
positivas poderiam interagir com outras particulas com carga negativa, como acidos
nucleicos, causando danos (HUANG; CAMBRE; LEE 2017). Apesar disso, ndo houve
grande diferenca entre a toxicidade das particulas de PLGA com HCI-CS, que tém
carga positiva, e as nanoparticulas sem quitosana, que tém carga negativa, nem entre
particulas de PGA-co-PDL com e sem quitosana. Isso significa que mesmo que haja
maior internalizagdo das nanoparticulas positivas, elas ndo causaram dano celular
maior do que as particulas negativas, pois ambas s&o hidrolisadas nos mesmos
metabdlitos biocompativeis. De fato, nanoparticulas baseadas em polimeros
biodegradaveis sdo muito menos téxicas do que nanoparticulas de outros materiais,

como metais ou nanotubos de carbono (BAHADAR 2016).
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Embora a dose humana da vacina pneumocdcica pulmonar com NP carregadas
de PspA4Pro ainda nao esteja definida, e ndo existam no mercado atual vacinas
pneumocodcicas baseadas em PspA4Pro, os trabalhos de MENZEL et al. (2005) e
MEYER et al. (2006) mostraram que a dose clinica requerida para uma vacina
pneumocacica de polissacarideos administrada por via inalatéria seria de 25 pg. Além
disso, a administracdo intramuscular de 25 pug de rPspA + hidroxido de aluminio foi
capaz de gerar resposta imune em voluntarios saudaveis (MENZEL et al., 2005).
Considerando entdo uma dose de 25 pg e levando em conta a massa de PspA4Pro (ug
PspA/mg NP) determinada anteriormente, as seguintes quantidades de NP seriam
necessarias para produzir uma dose da vacina humana:

e PGA-co-PDL sem quitosana, PspA4Pro adsorvida: 0,98 mg NP

e PGA-co-PDL HCI-CS PspA4Pro adsorvida: 0,69 mg NP

e PLGA sem gquitosana PspA4Pro adsorvida: 0,69 mg NP

e PLGA HCI-CS PspA4Pro adsorvida: 0,67 mg NP

e PGA-co-PDL sem quitosana PspA4Pro encapsulada: 6,04 mg NP

e PGA-co-PDL HCI-CS PspA4Pro encapsulada: 1,09 mg NP

e PLGA sem quitosana PspA4Pro encapsulada: 1,86 mg NP

e PLGA HCI-CS PspA4Pro encapsulada: 2,22 mg NP

Isso significaria viabilidade celular entre 60 e 80% para a maioria das
formulacbes (Figura 42). Além disso, a toxicidade das nanoparticulas de PGA-co-PDL
foi semelhante aquela observada em trabalhos anteriores do nosso grupo (KUNDA et
al., 2015).

As nanoparticulas foram encapsuladas em L-leucina para formar microparticulas
através da técnica de spray-dry, um processo onde as particulas em solucdo sao
convertidas em pequenas gotas e expostas a um fluxo de ar quente e rapido que as
converte em um po6 que pode ser aspirado. Durante o spray-dry € comum adicionarem-
se excipientes biocompativeis, como aminoacidos, lipidios e carboidratos, para
aumentar o tamanho das particulas e melhorar suas propriedades aerodinamicas, além
de proteger as nanoparticulas durante o spray-dry (ALFAGIH et al., 2015). TAWFEEK
et al. (2011) produziram microparticulas de L-Leucina contendo nanoparticulas de

PGA-co-PDL e constataram que essas microparticulas apresentaram baixa toxicidade
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e foram capazes de chegar aos pulmbes com pouca deposicdo nas vias aéreas
superiores. Resultados semelhantes foram obtidos por TAWFEEK et al. (2013) e
KUNDA et al. (2015). Os perfis aerodinamicos das microparticulas produzidas neste
trabalho foram semelhantes ao das microparticulas obtidas por esses autores, com
%FPF proxima a 40%. O DMAM das particulas com quitosana foi menor do que os
valores obtidos nos trabalhos de Tawfeek e Kunda, indicando que houve menor
agregacdao entre as microparticulas, o que favoreceria sua chegada aos alvéolos.

Em experimentos anteriores de nosso grupo tentou-se estabelecer um protocolo
para entregar as microparticulas em forma de pé nos pulmdes de camundongos, mas
sem sucesso. Por isso a imunizacado dos camundongos foi feita instilando a solucao de
microparticulas ou de PspA4Pro livre diretamente em uma das narinas do animal. A
instilacdo de volumes pequenos (10 pL) é comumente utilizada para imunizacdo nasal
de camundongos. Volumes maiores, entre 40 e 50 pL garantem a entrega das
particulas nos pulmdes (RODRIGUES et al., 2018). Embora ndo se possa excluir a
deposicdo de particulas ao longo do trato respiratério, o experimento de aerolizacao
mostrou que isso também aconteceria em seres humanos que fossem imunizados com
as microparticulas em p6. Varios trabalhos ja mostraram como a imunizacdo por vias
diversas com PspA4Pro, livre ou associada a outras vacinas, foi capaz de levar a
geracdo de anticorpos, reduzir a colonizacdo e proteger camundongos desafiados com
S. pneumoniae (VADESILHO et al., 2012, FERREIRA, et al., 2006, FERREIRA et al.,
2010). Apesar de gerar resposta imune e protecdo quando administrada por estas vias,
constatamos que a imunizacdo pulmonar com PspA4Pro livre gerou baixo titulo de IgG
anti-PspA4Pro e ndo foi capaz de proteger os camundongos desafiados. Por outro
lado, quando 2 pg de PspA4Pro foi administrada dentro nanoparticulas formuladas em
microparticulas, a imunizacdo pulmonar resultou em titulos de IgG anti-PspA4Pro
semelhantes ao titulo obtido com a imunizagdo subcutdnea com a mesma massa de
PspA4Pro. Quando os animais imunizados com 2 ug de proteina foram desafiados, a
sobrevivéncia nos grupos que receberam PspA4Pro por via subcutanea e
microparticulas de PLGA HCI-CS por via pulmonar foi de 33,3%, enquanto a
sobrevivéncia no grupo imunizado com PGA-co-PDL HCI-CS por via pulmonar foi de
66,6%. Estes resultados foram semelhantes aos de RODRIGUES et al. (2018), que

imunizaram camundongos com microparticulas de L-leucina contendo nanoparticulas
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de PGA-co-PDL com PspA4Pro adsorvida. A dose administrada por RODRIGUES et al.
(2018) foi de 2 pug de PspA4Pro nas microparticulas via pulmonar e 5 ug de PspA4Pro
livre pelas vias subcutanea e pulmonar. Esses resultados parecem indicar que a adi¢cédo
de HCI-CS a formulagdo das nanoparticulas ndo contribuiu para o aumento da
protecdo, ou seja, ndo aumentou o efeito adjuvante das particulas. Contudo, €
importante observar que a quantidade de PspA4Pro incorporada nas nanoparticulas
utilizadas por RODRIGUES et al. (2018) era de 20 pg PspA4Pro/mg de NP
(Comunicacao pessoal), enquanto as nanoparticulas de PGA-co-PDL HCI-CS utilizadas
neste trabalho tinham 36,5 pg PspA4Pro/mg e as NP de PLGA HCI-CS tinham 59,3 ug
PspA4Pro/mg. Portanto a quantidade de microparticulas utilizada na imunizacéo
pulmonar neste trabalho foi aproximadamente a metade daquela utilizada
anteriormente, mas que gerou protecdo semelhante. Quando a quantidade de
PspA4Pro foi aumentada de 2 ug para 6 ug, levando consequentemente ao aumento
concomitante da quantidade de NP administrada, o titulo de IgG anti-PspA4Pro
aumentou aproximadamente um log apés a segunda dose e a sobrevivéncia dos
grupos imunizados com PGA-co-PDL HCI-CS e com PLGA HCI-CS aumentou para
83,3% e 100,0%, respectivamente. As duas formula¢gdes induziram maior produgéo de
IgG1 do que de IgG2a, indicando tendéncia a uma resposta Th2 (IgG1/IgG2a ~ 2,6).
Esta tendéncia também foi observada no trabalho de RODRIGUES et al. (2018), onde
ela foi um pouco mais acentuada (IgG1l/lgG2a ~ 3), indicando que, apesar de a
resposta com tedéncia Th2 continuar sendo preponderante, as novas formulacdes com
guitosana parecem direcionar a resposta para Thl com maior intensidade do que a
formulacdo sem quitosana.

Embora este trabalho n&o tenha avaliado a capacidade de ligacdo dos
anticorpos gerados ap0s imunizacdo dos animais a cepas de pneumococo que
expressem PspA de diferentes familias, RODRIGUES et al. (2018) mostraram que 0s
anticorpos induzidos pelas particulas de PGA-co-PDL nao foram capazes de se ligar a
cepas de pneumococo expressando PspA da familia 1 (cepa EF3030, sorotipo 19F,
PspAl e cepa D39, sorotipo 2, PspA2). Por outro lado, esses anticorpos se ligaram a
diversas cepas que expressam PspA da familia 2 (cepa M10, sorotipo 11A, PspA3,
cepa 3JYP2670 (sorotipo 3, PspA4) e ATCC6303 (sorotipo 3, PspA5). No trabalho de
TOSTES et al. (2017), camundongos foram imunizados via intranasal com PspA das
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familias 1 e 2 juntamente com vacina de célula inteira de pertussis, usada nos
experimentos como adjuvante, e desafiados com uma mistura de duas cepas de S.
pneumoniae sorotipo 6B, uma expressando PspAl e outra expressando PspA4. Os
camundongos imunizados com PspAl e PspA4 presentaram redugcédo na colonizacdo
guando comparados com aqueles que receberam apenas uma das proteinas. Um novo
desafio, desta vez com uma cepa do sorotipo 6B expressando PspA3 e uma do
sorotipo 23F expressando PspA2 gerou resultados semelhantes (TOSTES et al. 2017).
Isso mostra que a imunizacdo com uma combinacdo de nanoparticulas carregando
PspA de familias diferentes, ou uma combinacdo de PspA com outros antigenos, como

a pneumolisina destoxificada, poderia levar a maior cobertura da vacina.
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7. CONCLUSOES

O clone de E. coli BL21(DE3) produtor de PdT recombinante foi obtido e
estoques congelados foram preparados para futuros cultivos e purificagoes.

O planejamento experimental nos permitiu determinar as variaveis contribuem
de forma mais significativa para a etapa de clarificacdo do processo de purificacdo de
PspA4Pro, a saber: concentracdo de CTAB, concentracdo de biomassa e agitacdo, e
0s modelos matematicos gerados indicaram quais condi¢cdes experimentais levariam as
maiores recuperacao e pureza de PspA4Pro.

Tanto o processo de purificagcdo onde a clarificacdo foi feita de acordo com a
predicéo feita pelo modelo obtido no planejamento experimental, com 0,26% de CTAB,
guanto o processo onde a clarificacdo foi feita com 0,1% de CTAB, resultaram em
pureza de PspA4Pro superior a 98% e recuperacao préoxima a 30%..

As seguintes condicdes foram estabelecidas para preparo das NP de PGA-co-
PDL via emulsdo simples, formulacdo onde a PspA4Pro fica adsorvida a superficie:
DCM 2 mL, PVA 10% 5 mL, amplitude do sonicador 65%, tempo de sonicacdo 120 s e
PVA 0,75%. Para o preparo NP de PLGA também por emulsédo simples, as condi¢cdes
foram: DCM 2 mL, PVA 10% 3 mL, amplitude 65%, tempo de sonicacdo 120 s e PVA
0,50%. Em ambos os casos as condi¢cdes foram escolhidas de maneira a obter os
menores tamanhos e polidispersao.

Dois tipos de quitosana, HCL-CS e CM-CS, foram incorporadas as NP
formuladas por emulsdo simples nas condi¢cdes descritas acima e por emulsédo dupla
nas condicdes descritas por ALFAGIH et al. (2015). Novamente as concentracdes de
guitosana que levaram ao menor tamanho foram escolhidas, a saber: 1,0 mg/mL de
HCI-CS ou CM-CS para PGA-co-PDL, 1,0 mg/mL HCI-CS e 0,5 mg/mL CM-CS para
PLGA, tanto por emulsao simples como dupla.

A carga positiva conferida pela HCI-CS levou a >90% de adsor¢édo de PspA4Pro
as NP dos dois polimeros e aumentou o encapsulamento de 2% para 11%, no caso de
PGA-co-PDL, e de 15% para 30%, nas NP de PLGA.

Apos avaliagcéao de pH 7,0 e 4,0 para adsorcéo, constatou-se que a adsorcéo de
PspA4Pro as NP de PLGA com e sem CM-CS aumentou a pH 4,0, mas dimuniu no
caso das NP de PGA-co-PDL. Estes dados indicam que em NP de PLGA a interagéo
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ibnica provavelmente € preponderante para adsorcdo de PspA4Pro, enquanto em NP
de PGA-co-PDL outras interacdes devem ser mais importantes, como interacdes
hidrofébicas e ligacdes de hidrogénio.Na maioria dos casos a presenca das quitosanas
dificultou a liberacdo da PspA4Pro tanto adsorvida como encapsulada nos dois
polimeros. Assim, a maioria das formulacdes apresentou liberacao inferior a 50% apdés
24 h.

A PspA4Pro liberada das nanoparticulas com CM-CS perdeu atividade biologica,
enquanto a que foi liberada das formulagées sem quitosana e com HCI-CS manteve
sua integridade, atividade bioldgica e foi reconhecida por anticorpos monoclonais anti-
PspA, portanto estas nanoparticulas sdo bons veiculos para entrega de PspA4Pro e
foram empregadas para formular microparticulas por spray-dry com L-leucina, o que
permitiu seu transporte sem necessidade decontrole de temperatura ou humidade.

Os testes in vitro mostraram que as nhanoparticulas apresentaram baixa
toxicidade e que foram capazes de ativar células dendriticas, algo que a PspA4Pro
sozinha nao foi capaz de fazer.

A imunizacdo com as NCMP gerou titulos de I1gG anti-PspA4Pro muito
superiores aqueles encontrados no soro dos animais imunizados com PspA4Pro, tanto
pela via subcutdnea quanto pela pulmonar. Isso demonstra o potencial adjuvante
destas formulacdes.

Duas doses de 2 pg de PspA4Pro em particulas de PGA-co-PDL HCI-CS
protegeram 66,7% dos animais imunizados, significativamente mais do que o controle
negativo, enquanto 2 pg de PspA4Pro em particulas de PLGA HCI-CS protegeram
apenas 33,3% dos animais, o que nao foi estatisticamente significante.

Com duas doses de 6 pg de PspA4Pro, a sobrevivéncia aumentou para 83,3%
nos animais imunizados com as particulas de PGA-co-PDL HCI-CS e 100% para os
imunizados com PLGA HCI-CS.

Trabalhos futuros deverao ser feitos para verificar a protecao oferecida pelas
contra S. pneumoniae carregando PspA de familia 1, bem como avaliar a inclusao de
outros antigenos do pneumococo nas formula¢des, como a PdT, misturas de PspA de

diferentes familias, ou proteinas hibridas.
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ANEXO |

Tabela 30: Sequéncia de aminoacidos da PdT

PdT

MANKAVNDFILAMNYDKKKLLTHQGESIENRFIKEGNQLPDEFVYV
IERKKRSLSTNTSDISVTATNDSRLYPGALLVVDETLLENNPTLLA
VDRAPMTYSIDLPGLASSDSFLQVEDPSNSSVRGAVNDLLAKWH
QDYGQVNNVPARMQYEKITAHSMEQLKVKFGSDFEKTGNSLDID
FNSVHSGEKQIQIVNFKQIYYTVSVDAVKNPGDVFQDTVTVEDLK
QRGISAERPLVYISSVAYGRQVYLKLETTSKSDEVEAAFEALIKG
VKVAPQTEWKQILDNTEVKAVILGGDPSSGARVVTGKVDMVEDLI
QEGSRFTADHPGLPISYTTSFLRDNVVATFQNSTDYVETKVTAYR
NGDLLLDHSGAYVAQYYITWDELSYNHQGKEVLTPKAWDRNGAQ
DLTAHFTTSIPLKGNVRNLSVKIREGTGLAFEWWRTVYEKTDLPL
VRKRTISIWGTTLYPQVEDKVEND

Tabela 31: Composi¢do em porcentagem de aminoacidos da PdT

Aminoacido Quantidade absoluta Porcentagem

Ala (A) 29 6,2%
Arg (R) 20 4,2%
Asn (N) 26 5,5%
Asp (D) 35 7,4%
Cys (C) 0 0%

GIn (Q) 21 4,5%
Glu (E) 36 6,4%
Gly (G) 27 5,7%
His (H) 8 1,7%
lle (I) 23 4,9%
Leu (L) 41 8,7%
Lys (K) 31 6,6%
Met (M) 6 1,3%
Phe (F) 15 3,2%
Pro (P) 17 3,6%
Ser (S) 35 7,4%
Thr (T) 42 7,6%
Trp (W) 7 1,5%
Tyr (Y) 19 4,0%
Val (V) 45 9,6%
Pyl (O) 0 0%

Sec (V) 0 0%

Fonte: (Expasy, 2014)
Massa Molecular predita: 52,8 kDa
PI predito: 5,18

Coeficiente de extingdo: 66810 cm™
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Abstract Streptococcus pneumoniae is the main cause of
pneumonia, meningitis, and other conditions that kill thou-
sands of children every year worldwide. The replacement of
pneumococcal serotypes among the vaccinated population has
evidenced the need for new vaccines with broader coverage
and driven the research for protein-based vaccines.
Pneumococcal surface protein A (PspA) protects
S. pneumoniae from the bactericidal effect of human
apolactoferrin and prevents complement deposition. Several
studies indicate that PspA is a very promising target for novel
vaccine formulations. Here we describe a production and pu-
rification process for an untagged recombinant fragment of
PspA from clade 4 (PspA4Pro), which has been shown to be

lipopolysaccharide. which is the major endotoxin; and (ii)
cryoprecipitation that eliminates aggregates and contami-
nants, which precipitate at =20 °C and pH 4.0, leaving
PspA4Pro in the supernatant. The final process consisted of
cell rupture in a continuous high-pressure homogenizer, clar-
ification, anion exchange chromatography, cryoprecipitation,
and cation exchange chromatography. This process avoided
costly tag removal steps and recovered 35.3 + 2.5% of
PspA4Pro with 97.8 + 0.36% purity and reduced endotoxin
concentration by >99.9%. Circular dichroism and lactoferrin
binding assay showed that PspA4Pro secondary structure and
biological activity were preserved after purification and
remained stable in a wide range of temperatures and pH
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cross-reactive with several PspA variants. PspA4Pro was ob-
tained using lactose as inducer in Phytone auto-induction
batch or glycerol limited fed-batch in 5-L bioreactor. The pu-
rification process includes two novel steps: (i) clarification
using a cationic detergent to precipitate contaminant proteins,
nucleic acids, and other negatively charged molecules as the
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Introduction

Streptococcus pneumoniae causes diseases as pneumonia,
meningitis, and sepsis, representing a major cause of mortality
worldwide, mainly among young children and elderly people
(Walker et al. 2013). Conjugated pneumococcal vaccines
based on capsular polysaccharides (PS) effectively prevent
invasive diseases, but only of the serotypes included in for-
mulations. As a consequence, the vaccine serotypes are being
replaced by non-vaccine serotypes, which have emerged as a
new challenge (Pichon et al. 2013), because the need for

@ Springer
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multiple PS in formulations increases the costs associated with
the development of wide-spectrum vaccines and hinders their
use in low- and middle-income countries.

The use of protein antigens shared by different
S. pneumoniae serotypes should allow for the elaboration of
serotype-independent pneumococcal vaccines. Among candi-
dates, pneumococcal surface protein A (PspA) represents one
of the most promising. Every pneumococcal strain evaluated
to date expresses this protein attached to the cell wall and
exposed outside the polysaccharide layer. PspA inhibits com-
plement deposition on the pneumococcal surface (Ren et al.
2004) and binds to apolactoferrin, preventing its bactericide
action in mucosal areas (Mirza et al. 2004). Immunization
with PspA protected mice in challenge experiments (Briles
et al. 2000; Briles et al. 2003; Darrieux et al. 2008) and sera
from human volunteers immunized with PspA protected mice
in passive immunization assays (Briles et al. 2000). Moreover,
pre-existing serum antibodies against PspA, but not PS,
protected humans against carriage after intranasal inoculation
with S. pneumoniae (McCool et al. 2002).

The PspA structure comprises four distinct domains: a
coiled-coil a-helix-rich N-temninal domain that is exposed
outside the polysaccharide layer, a proline-rich domain, a
choline-binding domain, and a short hydrophobic tail at the
C-terminal domain (Jedrzejas et al. 2001). PspA variants are
divided into three families and six clades depending on the
identity of amino acid sequences of the a-helix region
(Hollingshead et al. 2000). Several studies have shown that
more than 90% of pneumococcal strains express PspA be-
longing to families 1 or 2 (Coral et al. 2001: Croney et al.
2012; Qian et al. 2012). Some N-terminal fragments of

cleaved tags. Tag removal poses some technical difficulties:
the cleavage may not be complete or the proteases may cleave
the target protein at secondary sites: the separation often has
low yield and depends on expensive chromatography resins
due to the similarity between hydrolyzed and tagged mole-
cules (Arnau et al. 2006). Furthermore, the affinity step alone
does not always suffice, and further purification steps are re-
quired for a product with the desired purity (Hou et al. 2004).
An alternative and novel strategy was developed using self-
cleaving tags, thus eliminating the need for proteases (Luet al.
2011: Shi etal. 2014). However. cleavage may be incomplete
and further purification steps must be included to separate the
target protein from the cleavage products.

Atindustrial scale, on the other hand, a tag is adopted only
if it presents clear advantages in production or to the therapeu-
tic, because of extra time and cost associated with tag removal
and the subsequent purification steps required when a tag
system is used (Bell et al. 2013). Furthermore, few studies
describe the production of untagged recombinant proteins
(Hou et al. 2004: Wear et al. 2005: Ludwig et al. 2010).

In the present work, we describe a fully scalable process for
the production and purification of a recombinant fragment of
PspA from clade 4 (PspA4Pro), which contains the N-
terminal a-helix domain and the first block of the proline-
rich domain and cross-reacts with PspA variants from clades
1 to 5 (Moreno et al. 2010). This fragment, cloned without
tags, was produced in the intracellular soluble fraction of
Escherichia coli. The purification strategy was designed to
reach at least the purity recommended by the World Health
Organization (WHO 2009) for carrier proteins used in pneu-
mococcal conjugated vaccines with low endotoxin content.



PspA elicit a broadly protective cross-response against several
clades (Damieux et al. 2008; Oliveira etal. 2010; Moreno et al.
2010; Goulart et al. 2011).

In large-scale recombinant protein production, downstream
processes account for up to 80% of total production costs
(Banki et al. 2005). These costs, while potentially acceptable
for high-end products, pose an obstacle to the large-scale pro-
duction of vaccines that should benefit entire populations in
countries with different investment potentials. Therefore, the
development of simple and reliable purification process-
es for recombinant proteins represents an important goal
in vaccine production.

Tags are often added to recombinant proteins to facilitate
the purification process, improve yield, increase solubility,
and aid refolding. However, tags may also have detrimental
effects such as changing protein conformation, inhibiting en-
zyme activity, altering biological activity, and toxicity (Amau
et al. 2006). Even commonly used small tags, like histidine
tags, may interfere with protein properties (Wu and Filutowicz
1999). Because of these negative effects, ideally, tags should
be cleaved off and an additional purification step added to
eliminate leftover-tagged proteins, cleaving enzymes, and
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Cell concentration was measured by culture broth optical
density (A = 600 nm) and dry cell weight (g/L). Acetate and
carbon source concentrations were analyzed by HPLC using
an Aminex HPX-87H column (Bio-Rad) and 5 mM sulfuric
acid as the mobile phase (0.6 mL/min) at 60 °C, with a refrac-
tion index detector (Waters 410) for sugars and glycerol, and
UV-detector (Waters 486) at 210 nm for organic acids. For
plasmid stability measurement, diluted samples of culture
broth were plated on LB agar and incubated for 24 h at
37 °C. Then, at least 50 colonies from each sample were
replicated in LB agar with and without kanamycin. A fter
incubation at the same conditions, plasmid stability
was calculated as the percentage of antibiotic-resistant
colonies in relation to the number of colonies formed
in plates without antibiotic.

PspAd4Pro purification

The protein was purified with the following steps: cell sepa-
ration, cell rupture, clarification, anion exchange chromatog-
raphy, cryoprecipitation at pH 4.0, and cation exchange chro-
matography. Three clarification procedures were evaluated:

Materials and methods
Materials

The shovel mixer X-520 was supplied by Ingenieurbiiro CAT
M. Zipperer GmbH (Staufen im Breisgau, Germany). The cell
disruption system was composed of a high-pressure continu-
ous homogenizer from APV GAULIN (Crawley, UK), a tube-
and-shell heat exchanger from Exergy (NY, USA), a jacketed
reservoir (ArtePecas, Sdo Paulo, Brazil), and a chiller from
PolyScience (Nilles, USA). The centrifuge Avanti J-251 was
from Beckman Coulter (Brea, USA). All preparative chro-
matographic media and preparative chromatographic system
(Akta Avant 150) were from GE Lifescience (USA). The den-
sitometer GS-800 was from BioRad (Hercules, USA). A size
exclusion high-performance chromatography (HPSEC) col-
umn TSK-GEL G2000SWx; (TOSOH BIOSCIENCE,
Minato, Japan) connected to a high-performance liquid chro-
matography (HPLC) system SCL-10AVP (SHIMADZU,
Kyoto, Japan) was used for lactoferrin binding and molecular

Establishing clarification conditions

Three different pH values and the detergent CTAB were eval-
uated to improve debris removal efficiency: pH 4.0, 5.5, and
6.5, and 0.1% (m/v) CTAB at pH 6.5. Samples (10 mL) from
the Homogenate of the first purification process were adjusted
to the desired pH or mixed with CTAB for 60 min at room
temperature. These samples were centrifuged at 17,696xg and
4 °C for 90 min, and PspA4Pro purity and recovery were
analyzed in the supematant. The best condition for clarifica-
tion was then applied to the entire Homogenate volume and to
the two following purifications. The Homogenate was centri-
fuged at 17,696xg and 4 °C for 90 min. The supernatant con-
taining PspA4Pro was called Clarified fraction.

Anion exchange chromatography

Anion exchange chromatography was carried out using
200 mL Q-Sepharose FF resin packed in a XK 50/30 column.
The volumetric flow was 2.50 mL/(min ecm”) (50 mL/min).
The column was equilibrated with five column volumes (CV)
of 10 mM sodium phosphate buffer, pH 6.5, and conductivity

@ Springer
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source and lactose as inducer, according to Horta et al. (2012).

Cell concentration was measured by culture broth optical
density (A = 600 nm) and dry cell weight (g/L). Acetate and
carbon source concentrations were analyzed by HPLC using
an Aminex HPX-87H column (Bio-Rad) and 5 mM sulfuric
acid as the mobile phase (0.6 mL/min) at 60 °C, with a refrac-
tion index detector (Waters 410) for sugars and glycerol, and
UV-detector (Waters 486) at 210 nm for organic acids. For
plasmid stability measurement, diluted samples of culture
broth were plated on LB agar and incubated for 24 h at
37 °C. Then, at least 50 colonies from each sample were
replicated in LB agar with and without kanamycin. A fter
incubation at the same conditions, plasmid stability
was calculated as the percentage of antibiotic-resistant
colonies in relation to the number of colonies formed
in plates without antibiotic.

PspA4Pro purification
The protein was purified with the following steps: cell sepa-
ration, cell rupture, clarification, anion exchange chromatog-

raphy, cryoprecipitation at pH 4.0, and cation exchange chro-
matography. Three clarification procedures were evaluated:
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Establishing clarification conditions

Three different pH values and the detergent CTAB were eval-
uated to improve debris removal efficiency: pH 4.0, 5.5, and
6.5, and 0.1% (m/v) CTAB atpH 6.5. Samples (10 mL) from
the Homogenate of the first purification process were adjusted
to the desired pH or mixed with CTAB for 60 min at room
temperature. These samples were centrifuged at 17.696<g and
4 °C for 90 min, and PspA4Pro purity and recovery were
analyzed in the supernatant. The best condition for clarifica-
tion was then applied to the entire Homogenate volume and to
the two following purifications. The Homogenate was centri-
fuged at 17,696xg and 4 °C for 90 min. The supernatant con-
taining PspA4Pro was called Clarified fraction.

Anion exchange chromatography

Anion exchange chromatography was carried out using
200 mL Q-Sepharose FF resin packed in a XK 50/30 column.
The volumetric flow was 2.50 mL/(min cm?) (50 mL/min).
The column was equilibrated with five column volumes (CV)
of 10 mM sodium phosphate buffer, pH 6.5, and conductivity
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1.2 mS/cm. The elution was performed with a discontinuous
gradient of NaCl (150, 300, and 1000 mM) in 10 mM phos-
phate buffer pH 6.5, using 5CV for each step.

Cryoprecipitation

The pH of PspA4Pro fraction eluted from Q-Sepharose was
decreased to 4.0 using glacial acetic acid. After pH adjust-
ment, the sample was frozen (—20 °C) for 24 h. After this
period, it was thawed and centrifuged (17,696xg, 60 min,
4 °C). The supernatant was recovered and called Cryo-pH 4.0.

Cation exchange chromatography

For cation exchange chromatography. 75 mL of SP-Sepharose
FF resin was packed in an XK 26/20 column. The volumetric
flow was 2.3 mL/(min cm’) (12 mL/min). The column was
equilibrated with 5 CV of 25 mM sodium acetate buffer
pH 4.0. The elution was performed by a discontinuous gradi-
ent of NaCl (500, 800, and 1000 mM)in 25 mM acetate buffer
pH 4.0, using SCV for each step.

Mix mode chromatography

For the mix mode chromatography, 25 mL of CAPTO-MMC
resin was packed in a XK 26/20 column. The flow was
0.75 mL/(min cm?), i.e., 4 mL/min. This chromatography
was used at two time points in the process: after clarification
and after cryoprecipitation. In the first experiment, 150 mL of

The purification factor (PF) and protein recovery (Rc) were
calculated according to Egs. (1) to (3) and the percentage of
endotoxin reduction (Er) according to Eq. (4).

_ PspA4Pro(%),

~ PspAdPro (%), )

where PspA4Pro (%) is the purity determined by densitometry
of PspA4Pro band in the Homogenate fraction (4) and in the
step (n).

Prot(g) x PspA4Pro (%)
100

PspA4Pro(g) = (2)
where PspA4Pro(g) is the PspA4Pro total amount and Prot(g)
is the total protein amount measured according to Lowry.

_ PspAd4Pro(g)n x 100

Re(%)= PspA4Pro (g)h G)

where PspA4Pro(g)h is the total mass of PspA4Pro in the
Homogenate fraction and PspA4Pro(g)n is the total mass of
PspA4Pro in the step.

E(EU/mL)n x V(mL)n x 100

Er (%) = 100~ E(EU/mL)h x V{(mL)h

(4)

where E(EU/mL) is the endotoxin concentration and V(mL) is
the volume in the Homogenate fraction (/) and in the step (n).
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Clarified fraction was applied to the resin previously equili-
brated with 5 CVof 10 mM sodum phosphate buffer, pH 6.5,
and conductivity 1.5 mS/cm. A discontinuous gradient of L-
arginine (100, 200, 300, 500, and 1000 mM) in 10 mM phos-
phate buffer pH 6.5 was performed using SCV foreach elution
step. In the second experiment, 450 mL of Cryo-pH 4.0 frac-
tion was applied to the resin previously equilibrated with 5 CV
of 25 mM acetate buffer with 300 mM NaCl, pH 4.0, and
conductivity 40 mS/cm. The elution was performed by a dis-
continuous gradient of L-arginine (500, 800, and 1000 mM) in
25 mM acetate buffer pH 4.0, using SCV for each step.

Protein quantification and PspA4Pro purity and recovery
determination

Protein concentration was determined by the Lowry methodol-
ogy (Lowry et al. 1951). PspA4Pro purity was determined by
densitometry of the bands in 12% SDS-PAGE with 2-
mercaptoethano! (Laemmli 1970) and calculated as the percent-
age of PspA4Pro band in relation to the sum of all other bands
in the lane. Lipopolysaccharide (LPS) was measured as endo-
toxin unities by the Limulus amebocyte lysate test (Bang 1956).
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Binding of PspA4Pro to human lactoferrin

The binding ability of PspA4Pro to human lactoferrin was
analyzed to verify if the protein preserved its biological func-
tion after purification. In this assay, lactoferrin was added to
the purified PspA4Pro in three different proportions: 2 mg
PspA4Pro plus 0.5 mg lactoferrin, 1 mg PspA4Pro plus
1 mg lactoferrin, and 1 mg PspA4Pro plus 2 mg lactofemrin.
The mixtures were incubated at 37 °C for 1 h and applied to
the HPSEC. The mobile phase was 300 mM sodium phos-
phate buffer pH 7.0 with 500 mM NaCl, and the flow rate
was 0.6 mL/min.

Determination of PspA4Pro molecular mass

To evaluate the molecular mass of PspA4Pro, two standard
curves were prepared in HPSEC. The first curve included the
globular proteins -amylase (220 kDa), albumin (66 kDa),
carbonic anhydrase (30 kDa), cytochrome c (12 kDa), and
aprotinin (6 kDa). The second curve included linear dextran
polymers with molecular masses of 6, 10, 70, and 229 kDa.
The molecular mass of PspA4Pro was calculated using the
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linear regression equation of the molecular mass logarithm
versus the retention time of both standard curves.

Secondary structure and stability of purified PspA4Pro

Secondary structure and stability of PspA4Pro at different
temperatures and pH values and in the presence of CTAB
were verified by circular dichroism (CD). Measurements were
obtained from 185 to 260 nm, and final CD spectra resulted
from the mean of five measurements. PspA4Pro samples
(0.1 mg/mL) were prepared in 10 mM sodium phosphate buff-
er pH 7.0 as follows: with buffer only, with 0.15% CTAB, and
with buffer at pH 3.5 to pH 9.0. The sample in buffer only was
heated (1 “C/min) from 15 to 95 °C and cooled back to 15 °C
(1 °C/min). Deconvolution was calculated based on the
Dichroweb online database (Whitmore and Wallace 2004)
with Contin and CDSSTR algorithms (Sreerama and Woody
2000).

Results
PspA4Pro production

The auto-induction animal component-free medium
employed in the simple batch cultivation has three carbon
sources: glucose, consumed first; glycerol, the main carbon
source during the induction phase: and lactose, the inducer
of recombinant protein synthesis. Glucose exerts a catabolic
repression effect on lac promoter and inhibits PspA4Pro syn-
thesis. Glucose was exhausted in the medium within 8 h of
cultivation, and the small amount of acetate produced was

The combination of glycerol and lactose resulted in an almost
unnoticeable diauxic growth. Lactose consumption increased
after 9 h cultivation (Fig. 1), in parallel with the beginning of
protein synthesis (Fig. 2a). In this process. the biomass con-
centration reached 39 g/L of dry cell weight in 16 h of culti-
vation (Fig. 2a). The plasmid remained quite stable, as the
percentage of plasmid retention was higher than 88% within
14 h of cultivation and dropped to 70% at the end of the
process (Fig. 2a). The volumetric production reached 7.6 g/L
of PspA4Pro, the productivity 0.45 g/(L h) and the specific
production 200 mg PspA4Pro/ g biomass (Fig. 2a).

For the fed-batch strategy, the biomass increased up to
104 g/L within 36 h cultivation, leading to a PspA4Pro pro-
duction reached 11.9 g/L after 11 h of induction. The plasmid
retention was 95% at the end of cultivation (Fig. 2b). As ex-
pected, the fed-batch cultivation reached higher biomass con-
centration, but the cultivation was longer. Therefore, the
PspA4Pro productivity was lower than in auto-induction
batch, 0.33 g/(L h), as well as the specific production,
100 mg PspA4Pro/g biomass (Fig. 2b).

Cell rupture and clarification

Soluble PspA4Pro was produced in the cytoplasm of recom-
binant £. coli. Frozen cells were suspended in lysis buffer and
ruptured in a high-pressure continuous homogenizer. During
the circulation of cells inside the closed loop of the homoge-
nizer, samples were taken to measure cell lysis and protein
release, respectively, by OD at 600 nm and absorbance at
280 nm. There was a rapid decrease in OD, which indicates
that most of the cells were ruptured in the first 2 min. After
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completely consumed after 6 h (Fig. 1). Glyccro'l consumption
started after 4 h of cultivation, while lactose consumption
started after 8 h, i.e., only after glucose exhaustion (Fig. 1).

4 min, both OD and absorbance at 280 nm reached an equi-
librium plateau, indicating that cell upture was completed
after four residence times.

Fig. 1 Production of PspAdPro T4 124 &
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After cell lysis, four conditions were evaluated for the clar-
ification step: pH 4.0, pH 5.5, pH 6.5, and 0.1% CTAB at
pH 6.5. The purity and recovery increased with increasing
pH (Table 1), but the pellet produced after centrifugation at
pH 6.5 was soft and difficult to separate from the supernatant.
The clarification with CTAB showed the greatest increase in
punty and recovery of PspA4Pro (Table 1), and a hard and
compact pellet was produced and easily removed, suggesting
that the centrifugation time could be decreased.

CTAB also decreased endotoxin concentration (Table 2),
because this cationic detergent interacts with negatively
charged contaminants and parts of LPS, which is the main
endotoxin molecule.

Comparison between ion exchange and mix mode
chromatography

Both anion and cation exchange chromatographic steps
allowed higher PspA4Pro recovery with similar purification
factor than mix mode chromatography (data not shown). The
low recovery in mix mode chromatography was associated
with the combined interaction modes of the resin: ionic and
hydrophobic, which led to a very strong binding with

PspA4Pro that was not eluted from the resin even with 1 M
L-arginine. Due to this low recovery, mix mode chromatogra-
phy was removed from the purification process and the se-
quence of chromatographic steps was limited to an anion ex-
change followed by a cation exchange. It is important to em-
phasize that the opposite sequence is not possible, since pH
reduction of the Homogenate led to a huge loss of PspA4Pro
in the clarification step (Table 1).

Cryoprecipitation

A precipitate was observed when the pH of the fraction eluted
from Q-Sepharose was adjusted to 4.0 in order to apply it to
the cation exchange chromatography. but PspA4Pro remained
in the supematant and the purity increased from 65.2 + 10.7 to
93.7 £+ 4.9%. The freezing/thawing of the Q-fraction without
pH adjustment also precipitated contaminants, while
PspA4Pro was recovered in the supernatant. When the clan-
fication step was performed at pH 4.0, it resulted in the loss of
almost all PspA4Pro (Table 1). On the other hand, PspA4Pro
did not precipitate at pH 4.0 after Q-Sepharose. Hence, pH
adjustment and freezing were combined in a cryoprecipitation
step, which resulted in a great increase of purity and high step
recovery (Table 2).

172



Final purification process and endotoxin removal

Table 1  PspA4Pro recovery and purification factor under different
clarification conditions
. = . The complete purification process was established based on
Clarification condition ~ PspA4Pro recovery (%)  Purification factor : : S
the steps selected above: cell rupture in a continuous high-
pH 4.0 08 02 pressure homogenizer, clarification in the presence of the cat-
pH 55 679 09 ionic detergent CTAB, anion exchange chromatography,
pH 6.5 90.4 1.0 cryoprecipitation at pH 4.0, and cation exchange chromatog-
CTAB 0.1% 100.0 1.7 raphy. At the end of the three purification processes,
35.3 + 2.5% of the initial PspA4Pro was recovered, with
@ Springer
Appl Microbiol Biotechnol (2017) 101:2305-2317 2311
lable 2 Evaluation of the PspA4Pro purification process *
Purification Step PspA4Pmo PspAd4Pro  PspA4Pro PspA4Pro Purification Purification EU/mg Endotoxin
purity (%) mass (g)  recovery recovery (step) factor (global)  factor (Step) PspA4Pro” reduction (%)
(global)
Homogenate 3340£405 286+1.75 100£0.0 100+ 0.0 1.00 £0.0 1.00 +0.0 933.80 0
Clarification 0.1% 5036 +7.11 2,67 +1.87 923133 923+ 133 1.57 £0.08 1.57 + 0.08 33.0° 96.5°
CTAB
Anion exchange 652+10.77 1.78 £1.08 62.0+4.7 693+ 154 206 +047 1.32£035 17.40 99.5
chromatography
Cryoprecipitation 93.70 492 139+0.99 478 +89 82.7+252 295+£0.32 1.30 £0.19 0.03 999
pH 4.0
Cation exchange 9780+ 036 1.00+058 353+£25 753+ 12.7 296 £0.35 1.05 £0.05 0.07 999
chromatography

* Average and standard deviation of two purification processes from auto-induction cultivation and one process from glycerol-limited fed-batch induced

with lactose
® Endotoxin unities (EU) per ug of PspAd4Pro

“Control clarification at pH 6.5 without CTAB (874.0 EU/ug PspA4Pro. endotoxin reduction 32.1%)

97.8 +0.36% purity. In addition, the purification process suc-
cessfully removed more than 99.9% of the endotoxin unities
(EU) from the product (Table 2). The clarification step re-
moved 96.5% of the EU, while centrifugation of
Homogenate without CTAB removed 32.1% of the EU.
Almost all EU that remained after clarification with CTAB
was removed during anion exchange chromatography and
cryoprecipitation at pH 4.0. The increase in EU/microgram
observed in the cation exchange chromatography resulted from
the loss of PspA4Pro during this step (Table 2). However, a
slight EU reduction from 4.51 to 4.48 log was detected (data
not shown). Figure 3 shows a representative SDS-PAGE of all
purification fractions and the Western Blot of the purified pro-
tein. PspA4Pro has no enzymatic activity: thus, Western Blot
and the lactoferrin binding assay were performed to verify,
respectively, if PspA4Pro antigenicity and biological activity
were preserved after the purification process.

PspA4Pro binding to lactoferrin and molecular mass

After mixing PspA4Pro and human lactoferrin in different
proportions, distinct peaks were observed in HPSEC: one cor-
responding to the PspA4Pro-lactoferrin complex
(RT = 12.56 min) and the other to excess PspA4Pro
(RT = 13.05 min) or excess lactoferrin (RT = 15.28 min).
These results show that purified PspA4Pro maintained the
capacity to bind to human lactoferrin, suggesting that biolog-
ical activity was unchanged (Fig. 4). Based on the mass of
human lactoferrin (80 kDa) and PspA4Pro (43 kDa), our re-
sults suggest that two PspA4Pro molecules can bind to each
lactoferrin molecule (Fig. 4b), which is not in accordance with
a previous calculated stoichiometry of approximately 1:1 for
this binding (Senkovich et al. 2007). It is also important to
notice that the PspA4Pro binding capacity was not affected by
the high ionic force of the mobile phase, which contains
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Fig.4 Binding of PspA4Pro to human lactoferrin. a Tivo micrograms per
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curve). One microgram per microliter PspA4Pro and | mg/mL lactoferrin
(gray curve). One microgram per microliter PspA4Pro and 2 mg/mL
lactoferrin (hold curve)
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300 mM NaCl and 500 mM phosphate bufter, indicating high
affinity between the two molecules.

In order to calculate the PspA4Pro molecular mass, two
different standard curves were prepared: one using globular
proteins and the other using linear dextran polymers of differ-
ent sizes (curves not shown). The theoretical mass of
PspA4Pro is 43 kDa (PROTEIN CALCULATOR 2013).
However, only the molecular mass calculated by the dextran
standard curve was close to this value. PspA4Pro displayed a
retention time of 12.85 min (Fig. 4a), which corresponds to a
molecular mass of 111 kDa when calculated based on the
globular protein standard curve, and 49 kDa when calculated
based on the linear dextran standard curve. PspA4Pro isrich in
a-helix and has a coiled-coil structure, which gives it a length-
ened shape, like a rod. Thus, the Stokes radius is larger and
retention time is lower for PspA4Pro than for globular pro-
teins, which results in the overestimation of PspA4Pro mass
when calculated with the globular protein standard curve.
These results are in accordance with previous works that char-
acterized recombinant N-terminal fragments of PspA and
found that those fragments had linear coiled-coil structures
(Jedrzejas et al. 2000: Jedrzejas et al. 2001).
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Secondary structure and stability of purified PspA4Pro

CD spectra were obtained to determine the secondary struc-
ture of purified PspA4Pro in the presence or absence of
CTAB, during themmal treatment and at different pH values.
In all spectra, two valleys were observed, with minimum
values at 208 and 222 nm (Fig. 5), which suggests a-helix-
rich protein, as expected for the N-terminal fragment cloned,
as demonstrated for N-terminal fragments of PspA from dif-
ferent pneumococcal strains (Jedrzejas et al. 2000: Lamani
et al. 2000; Jedrzejas et al. 2001; Haughney et al. 2013). In
the presence of CTAB, the molar ellipticity at 222 nm in-
creased from —45,881 to 19,739, which indicates a loss of
a-helix structure (Fig. 5). This loss, however, seems to be
reversible, since the spectrum in the absence of CTAB was
obtained with a PspA4Pro that was treated with CTAB at the
beginning of the purification process.

The overlap of heating and cooling curves obtained at
222 nm during the thermal treatment, in which PspA4Pro
was heated from 15 to 95 °C and cooled back to the initial
temperature, indicates that although PspA4Pro loses a-helix
structures during heating, it regains its original structure when
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cooled (Table 3; Fig. 6). In addition, a region where PspA4Pro
presented an intermediate structure that was more resistant to
temperature was observed between 40 and 50 °C (Fig. 6). In
order to calculate the Tm, the temperature at which the protein
loses half of its original structure, the curve was divided in two
parts: one between 15 and 50 °C. another between 40 and
95 °C. The similarity of Tm values obtained for heating and
cooling confirms that PspA4Pro recovered its original struc-
ture after thermal treatment (Fig. 6). This property could be
advantageous for downstream processing, as thermal treat-
ment could be employed to remove contaminant proteins.

PspA4Pro also maintained its secondary structure in a wide
range of pH values according to Contin and CDSSTR algo-
rithms (Table 3). The maintenance of secondary structure in
face of pH changes suggests that the PspA4Pro loss during
clanfication at pH 4.0 (Table 1) was due to adragging effect of
other contaminants precipitating at acid pH. Therefore, pre-
cipitation steps based on pH variation are suited for PspA4Pro
purification, as long as a certain level of purity has already
been reached, as found here after anion exchange
chromatography.

ratatively
04 thermo-resistant
| region;
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Fig. 6 Changes in PspA4Pm molar ellipticity at 222 nm during heating
(solid line) and cooling (dotted line) from 15 to 95 °C and from 95 to
15 °C, respectively. at 1 °C/min. The armrows indicate Tm during heating
(k) and cooling (¢) between 15 and 50 °C. Tmy, = 36.781 °C,
Tm,, = 35.827 °C. and between 40 and 95 °C, Tmy = 67.501 °C,
Tm, = 65.215°C

flasks (Studier 2005) but was successfully adapted for biore-
actor cultivation using an animal-free origin peptone to avoid
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Discussion

In industrial bioprocesses, glucose-based mineral salt media
are normally used and the cell metabolism is controlled by
glucose limited fed-batch to reach high cell densities and
high-level recombinant protein production (Krause et al.
2016). Due to the reduced acetate formation, our group has
been using glycerol as carbon source in fed-batch cultivation,
and lactose instead IPTG as inducer for recombinant protein
production with important results (Carvalho et al. 2012: Horta
et al. 2011, 2012, 2014; Vélez et al. 2014). Another strategy
explored to improve protein production was the auto-
induction system, which was originally developed for shaken
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Fig. 5 Circular dichroism spectra of purified PspA4Pro in the presence

(dotted line) or absence (solid line) of CTAB. Molar ellipticity from 185

to 260 nm

the risks of bovine spongiform encephalopathy transmission
(Vélez et al. 2014; Campani et al. 2016). Here, we show that
the auto-induction system for bioreactor cultivation has the
advantage of being simpler and faster than the glycerol limited
fed-batch, with higher specific production and productivity
(Fig. 2). Moreover, both cultivation strategies gave similar
results in downstream processing (Table 2), which means that
the purification process developed is robust enough to deal
with differences in the raw material.

According to WHO (2009), diphtheria CRM, 45, a carrier
protein commonly used in pneumococcal conjugate vaccines,
should present more than 90% purity. Among the purnfication
processes of recombinant protein candidates for vaccines, a
punty ranging from 90 to 95% was described (Frace et al.
1999: Zhang and Pan 2005; Cheng et al. 2009). Thus, our
process is among those with higher purity.

In the purification process developed, 35% of PspA4Pro
was recovered and the purity increased from 33 to 97.8%,
which translates into an overall purification factor of 2.96-
fold. Hou et al. (2004) devised two protocols to punfy His-
tagged and untagged HIV-1 reverse transcriptase, obtaining
similar activities and yields in both processes. Although we
did not purify tagged PspA in this work, our group described
purification processes for obtaining His-tagged PspA from
families 1 and 2. The first one used anion exchange chroma-
tography and IMAC Sepharose to increase the purity of PspA
from 34.9 to 96.6%. while recovering 23% of the initial PspA
(Barazzone et al. 2011). The second consisted of an anion
exchange chromatography, metal affinity chromatography,
and a cation exchange chromatography, increasing PspA
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Table3  Secondary structure of Psp A4Pro. before and after thermal treatment, and at differentpH values according to Contin and CDSSTR algorithms

Contin

Thermal treatment pH

Non-heated ~ Heated 35 4.0 45 5.0 55 6.0 6.5 7.0 75 80 85 9.0
a-Helix 98.7 99.1 99.1 992 992 9.1 992 991 992 99 992 992 994 987
B-Sheet 12 0.9 0.8 09 0.7 0.9 0.8 0.9 0.8 1.0 0.7 08  06. 0.8
Twists 0.1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Disordered 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.5
Total 100 100 99.9 100 999 100 100 100 100 100 999 100 100 100
CDSSTR

Thermal treatment pH

Non-heated  Heated 35 4.0 45 5.0 55 6.0 6.5 7.0 7.5 80 &5 9.0
a-Helix 82 79 80 80 7R 80 74 78 73 ]2 81 7R
B-Sheet 8 8 7 9 11 8 9 9 9 9 7 7 9 8
Tvists 6 Rl 3 5 5 5 6 5 6 6 3 3 R
Disordered a 8 10 6 7 7 9 7 10 8 7 11 8 9
Total 100 99 100 100 101 100 98 9 98 100 102 100 101 9

purity from 22.1 to 96.5% with 22% recovery (Carvalho et al.
2012). Compared to the previous processes. the present one
managed to obtain higher purity and better recovery of an
untagged PspA employing two precipitation steps and two
chromatographic steps. Moreover, this process is cheaper than
the traditional purification using His-tag for metal affinity
chromatography, since the elimination of the IMAC-
Sepharose would reduce 4.5 times the process cost, without
taking into account the costs of the steps to remove the tag.
Another important aspect of the purification process is the
LPS removal in the clarification step. The detergent CTAB has
been used for cell disruption and precipitation of polysaccha-

rides and nucleic acids (Huang and Kim 2013: Tomanee et al.
2004; Lander et al. 2002). In addition. Panda and Chakraborty
(1998) demonstrated that purified LPS can bind to cationic
detergents forming mixed micelles. Yoshihisa (1999)
employed CTAB for LPS removal in the purification process
of RTX toxin family proteins in a process where these toxins
were precipitated with detergent, leaving LPS in the superna-
tant. However, these studies did not evaluate the capacity of
CTAB to precipitate LPS and other contaminants during pro-
tein purification.

Branston et al. (2015) described LPS removal from pre-
purified Phage M13, which was precipitated three times with
2% (w/v) PEG 6000 and 500 mM NaCl with 97% yield and
90% endotoxin removal in the supernatant. After performing
three new rounds of precipitation with 2% (w/v) PEG 6000,
500 mM NaCl, and 2% (v/'v) Triton X-100, a 5.7 log endotoxin
reduction was achieved. In contrast, we showed here that after
only one precipitation step with CTAB, which was added to
the crude raw material, the Homogenate, 100% of PspA4Pro
was recovered in the supernatant and 96.5% of endotoxin was
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removed in the precipitate (Table 2). The purification process
presented in this work reached a 5.3 log endotoxin reduction.
In addition, Branston and colleagues do not state if the treat-
ment with PEG and Triton X-100 removed contaminants other
than endotoxins, while the clanfication step described here
increased PspA4Pro purity with high recovery, removed a
large quantity of endotoxins, and helped centrifugation by
forming a compact pellet. Characteristics of PspA, such as
high solubility and a rod shape with well-defined electroneg-
ative and electropositive regions, might have contributed to
the success of CTAB in the process. Removal of LPS in early
steps of the purification process is especially important, as

more free binding sites are available in the anion exchange
resin to interact with PspA4Pro. It is noteworthy that due to
CTAB positive charge, any remaining detergent is eliminated
in the non-adsorbed fraction of Q-Sepharose.

Briles et al (2000) immunized healthy human adults with
two doses of 125 pg PspA in a phase 1 clinical tral. Thus,
considering 42 weeks of work in 5-L auto-induction batches
and 35% final recovery, the whole process described here
would produce 4.46 million doses annually, which would be
enough to immunize all Brazilian newborns in 2015 (IBGE
2016) with the same dose and immunization schedule. It is
worth to note that the purification process was performed with
100 g of wet biomass, so in order to purify the whole biomass
produced in 5-L (around 700 g wet biomass), the process have
to be scaled seven times up, which means only 7 L of
Homogenate. Therefore, this volume can be processed
using fundamentally the same equipment as described
here and no major problems are envisaged. In addition,
scaling up ion exchange chromatography is extensively
studied and easily done by increasing diameter or height
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of the column (Rathore and Velayudhan 2003: Al-
Jibbouri 2006).

In conclusion, the auto-induction simple batch provides
higher PspA4Pro specific production and productivity than
the glycerol limited fed-batch. The purification process devel-
oped for untagged PspA4Pro is simple, easy to scale up, and
adequate for vaccine production. The purification strategy
adopted here allowed us not only to obtain a superior purity
and yield in comparison to our previous works but also to
eliminate >99.9% of the LPS. The protein displayed a CD
spectrum that resembled previously reported spectra. The pu-
rified PspA4Pro was stable in a wide range of pH values and
temperatures and maintained its capacity to bind human
lactoferrin.
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