JULIA TAVARES DE CASTRO

Bordetella pertussis e seus componentes como sistemas de entrega e adjuvantes
para o desenvolvimento de vacinas contra Streptococcus pneumoniae

Tese apresentada ao Programa de POs-
Graduacdo Interunidades em Biotecnologia
USP/Instituto Butantan/IPT, para obtengédo do
Titulo de Doutora em Biotecnologia.

Area de concentracdo: Biotecnologia
Orientadora: Maria Leonor Sarno de Oliveira

Co-orientadora; Alessandra Soares Schanoski

Versdo original

Sao Paulo
2019



RESUMO

CASTRO, JT. Bordetella pertussis e seus componentes como sistemas de entrega e
adjuvantes para o desenvolvimento de vacinas contra Streptococcus pneumoniae.
2019. 192f. Tese (Doutorado em Biotecnologia) — Instituto de Ciencias Biomédicas,
Universidade de Sao Paulo, Séo Paulo, 2019.

Streptococcus pneumoniae (pneumococo) € uma das principais causas de pneumonia,
meningite e sepse. Aproximadamente 400.000 criangas menores de 5 anos morrem
anualmente por infec¢Bes causadas por pneumococo ao redor do mundo. A proteina A
de Superficie de Pneumococo (PspA) é um antigeno bem caracterizado, que confere
protecdo em modelos animais, representando uma boa alternativa para as vacinas
conjugadas atuais. Entretanto, poucos adjuvantes de baixo custo foram propostos até
hoje. Em trabalhos anteriores, nosso grupo mostrou que a vacina celular pertussis (wP)
é um bom adjuvante quando testada em combinacdo a PspA, induzindo altos niveis de
anticorpos e protegéo contra desafios invasivos e de colonizagdo nasal por pneumococo
em camundongos. Estes resultados suportam estratégias para o desenvolvimento de
vacinas duplas para a protecdo contra pertussis e pneumococo.  Neste trabalho, duas
estratégias para a composicdo de vacinas duplas foram testadas. Na primeira, o antigeno
PspA4Pro (regido N-terminal de PspA do clado 4) foi expresso na linhagem vacinal de
B. pertussis, para a producdo de uma vacina recombinante inativada (wP"PA4™).
PspA4Pro foi expresso em fusdo com a porgcdo N-terminal da adesina FHA
(Hemaglutinina Filamentosa A) de B. pertussis, visando o direcionamento para a
superficie da bactéria. A expressdo foi confirmada por western-blot e diferentes clones

PPspAAPro

foram utilizados para a produgdo de vacinas w , atraves da inativacdo com

formaldeido. A imunizacdo de camundongos BALB/c com diferentes preparacdes de

vacinas wpPsPa4pro

, em até trés doses, induziu baixos niveis de IgG anti-PspA4Pro no
soro. Além disso, ndo foi observada a protecdo dos camundongos vacinados apds o
desafio letal com pneumococo. Desta forma, a vacina recombinante wP™"*4™ nao se
mostrou eficaz contra infec¢des por pneumococo. A segunda estratégia consistiu no uso
de um sistema de entrega de antigenos baseado na toxina adenilato cliclase (CyaA) de
B. pertussis. A CyaA ¢é capaz de se ligar a receptores presentes em células
apresentadoras de antigeno, modulando a resposta imune contra antigenos associados.
Diferentes fragmentos de PspA dos clados 2 e 4 (F1, F2, F4 e F5), além das regides N-
terminais completas (PspA2Pro e PspA4Pro) foram clonados em uma regido permissiva
do gene que codifica a CyaA. As proteinas recombinantes foram expressas em E. coli e

purificadas por métodos cromatograficos. Camundongos BALB/c foram imunizados em



experimentos independentes com as diferentes proteinas CyaA-PspA. As proteinas
CyaA-PspA4-F4 e CyaA-PspA4-F5 foram mais imunogénicas induzindo niveis de mais
altos de IgG anti-PspA4Pro quando comparadas as proteinas CyaA-PspA4-F1 e CyaA-
PspA4-F2. Alem disso, 100 % dos camundongos vacinados com a proteina CyaA-
PspA4-F5 foram protegidos contra o desafio letal com pneumococo, indicando que este
antigeno € um candidato promissor para o desenvolvimento de uma vacina. Assim, as
proteinas CyaA-PspA2-F5 e CyaA-PspA4-F5 foram testadas em experimentos
adicionais e os resultados mostraram a inducéo de altos niveis de anticorpos e prote¢édo
dos camundongos contra desafios com pneumococo expressando PspAs do clado 2 e 4,
respectivamente. A combinacgdo das duas proteinas foi protetora contra os dois desafios,
sendo, portanto, uma formulacdo com potencial de cobertura de isolados mais
abrangente. O potencial protetor contra infeccBes por B. pertussis ainda deve ser

avaliado.
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Toxina Adenilato ciclase.



ABSTRACT

CASTRO, JT. Bordetella pertussis and its components as delivery systems and
adjuvants for the development of vaccines against Streptococcus pneumoniae. 2019.
192f. Thesis (PhD - Biotechnology) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade
de Séo Paulo, S&o Paulo, 2019.

Streptococcus pneumoniae (pneumococcus) is a major cause of pneumonia, meningitis
and sepsis. About 400,000 children under the age of 5 die each year from pneumococcal
infections worldwide. Pneumococcus Surface Protein A (PspA) is a well-characterized
antigen that confers protection in animal models and represents a good alternative to
current conjugate vaccines. However, few low-cost adjuvants have been proposed to
date. In previous studies, our group has shown that the whole cell pertussis vaccine
(wP) is a good adjuvant when tested in combination with PspA, inducing high antibody
levels and protection against invasive challenges and pneumococcal nasal colonization
in mice. These results support strategies for the development of combined vaccines for
protection against pertussis and pneumococcus. In this work, two strategies for the
composition of dual vaccines were tested. In the first, the PspA4Pro antigen (N-terminal
region of PspA from clade 4) was expressed in the Bordetella pertussis vaccine strain
for the production of an inactivated recombinant vaccine (WP™PA*""®). PspA4Pro was
expressed in fusion with the N-terminal portion of B. pertussis FHA (Filamentous
hemagglutinin A) adhesin to target the surface of the bacterium. Expression was
confirmed by western blot and different clones were used for the production of
wPPSPAYP® yaccines by inactivation with formaldehyde. Immunization of BALB/c mice
with different wP™***"" vaccine preparations, at up to three doses, induced low levels of
anti-PspA4Pro 1gG in the sera. In addition, protection of vaccinated mice against a
lethal pneumococcal challenge was not observed. Thus, the wPP*PA*"" recombinant
vaccine was not effective against pneumococcal infections. The second strategy was to
use an antigen delivery system based on B. pertussis adenylate cyclase toxin (CyaA).
CyaA is capable of binding to receptors present on antigen presenting cells, modulating
the immune response against associated antigens. Different PspA fragments from clades
2 and 4 (F1, F2, F4 and F5), as well as complete N-terminal regions (PspA2Pro and
PspA4Pro) were cloned into a permissive region of the CyaA gene. Recombinant
proteins were expressed in E. coli and purified by chromatographic methods. BALB/c
mice were immunized in independent experiments with different CyaA-PspA proteins.
CyaA-PspA4-F4 and CyaA-PspA4-F5 proteins were more immunogenic, inducing
higher levels of anti-PspA4Pro IgG when compared to CyaA-PspA4-F1 and CyaA-



PspA4-F2 proteins. In addition, 100 % of mice vaccinated with the CyaA-PspA4-F5
protein were protected against the lethal pneumococcal challenge, indicating that this
antigen is a promising candidate for vaccine development. Thus, the CyaA-PspA2-F5
and CyaA-PspA4-F5 proteins were tested in additional experiments and the results
showed the induction of high antibody levels and protection of mice against challenges
with pneumococcal strains expressing PspAs from clade 2 and 4, respectively. The
combination of the two proteins was protective against both challenges and was
therefore a formulation with potential broader coverage of isolates. The protective

potential against B. pertussis infections has yet to be evaluated.

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

Adenylate cyclase toxin.



1 INTRODUCAO

1.1 Streptococcus pneumoniae

Streptococcus pneumoniae (pneumococo) é uma bactéria Gram positiva, em
forma de diplococos, anaerdbia facultativa e um importante patégeno humano. E
responsavel por uma ampla diversidade doencas, incluindo otite média, pneumonia,
meningite e sepse. O pneumococo coloniza o trato respiratorio superior de humanos e
mantém uma relacdo comensal e assintomética com o hospedeiro, podendo

ocasionalmente invadir sitios estéreis e causar doencas (Weiser, 2010) (Figura 1).

Figura 1. - Esquema representativo da transmisséo e progressédo da infec¢do por pneumococo.
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A bactéria coloniza a nasofaringe e é normalmente assintomatica. A transmisséo se da por aerossois. O
pneumococo pode invadir diferentes tecidos e causar diferentes tipos de doencas. (Adaptado de:
Loughran, Orihuela and Toumanen; 2019)

A transmissdo do pneumococo se da entre individuos, através de aerosséis de
pessoas colonizadas pela bactéria e pela contaminacdo de objetos com secrecbes da
mucosa nasal. Os indices de colonizacdo variam de 5 a 10 % em adultos saudaveis e de
20 a 40 % em criangas saudaveis (Loughran et al., 2019). Doencas pneumocdcicas
invasivas sdo decorrentes da invasdo da bactéria a diferentes tecidos, incluindo pulmades,
sangue e cérebro. A incidéncia de doencgas pneumocdcicas e mortalidade € maior em
criangas menores que 5 anos, que ndo possuem seu sistema imune completamente
desenvolvido; idosos, cujo sistema imune esta enfraquecido e imunossuprimidos (Cdc,
2012). Em 2017 a Organizagdo Mundial da Saude classificou 0 pneumococo como um

dos 12 patdgenos de importancia prioritaria.



A céapsula polissacaridica é o principal fator de viruléncia do pneumococo, pois
auxilia no escape a fagocitose por células do hospedeiro (Kadioglu et al., 2008).
Diferencas na composicdo quimica do polissacarideo que compde a capsula sao
determinantes para a classificacdo da bactéria em mais de 90 sorotipos. A distribuicéo
dos sorotipos que causam doencas varia de acordo com tempo e idade, tipo e severidade
da doenca, regido geogréfica, e presenca de genes de resisténcia antimicrobiana (WHO;
2019).

1.2 Epidemiologia

O pneumococo € a principal causa de morbidade e mortalidade por infec¢des do
trato respiratorio inferior, sendo responsavel por aproximadamente 200 milhdes de
casos de doencas do trato respiratério inferior e mais de 1 milhdo de mortes em 2016,
em todo o mundo (Collaborators, 2018). Entre as mortes registradas, 342.000 ocorreram
em criangas menores de 5 anos e quase 500.000 em individuos maiores de 70 anos
(Wahl et al., 2018). O maior nUmero mortes se da em paises em desenvolvimento. O
mapa da Figura 2 mostra a distribuicdo global dos indices de mortalidade e mortes
atribuidas ao pneumococo no ano de 2015. E possivel observar que os paises com
maiores indices de mortalidade encontram-se na regifo da Africa e Asia (Wahl et al.,
2018).

Figura 2. - indices de mortalidade e mortes atribuidas as infeccdes pneumocdcicas, em
2015 no mundo.
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O uso de agentes antimicrobianos estd entre as principais estratégias para o
tratamento de infecgBes pneumococicas. Entretanto, a dificuldade em estabelecer
tratamentos eficazes se deve ao surgimento de cepas resistentes a antibioticos,
principalmente B-lactamicos (Kim et al., 2012; Moyo et al., 2012).

1.3 Vacinas disponiveis

As vacinas de pneumococo comercialmente disponiveis sdo constituidas por
polissacarideos capsulares (PS). A vacina 23-valente (Pneumovax® 23; Merck),
licenciada na década de 70, é composta por polissacarideos capsulares de 23 sorotipos
prevalentes nos Estados Unidos e na Europa. Devido sua composicéo ser por PS livres,
ndo é capaz de ativar respostas de células T, e, portanto, ndo induz resposta imune de
memoria. Sendo assim, esta vacina ndo € indicada para criancas menores de 2 anos e
seu uso em idosos ainda é questionado, devido a falta de evidéncias de diminuicdo de
doencas invasivas nesta faixa etaria (Miyaji et al., 2013). As vacinas de segunda
geracdo sdo as vacinas de PS conjugados a um carreador proteico. A vacina 7-valente
(Prevnar®; Wyeth/Pfizer) (PCV7) foi a primeira vacina conjugada, composta por PS de
7 sorotipos de pneumococo (4, 6B, 9V,14,18C,19F e 23F) mais prevalentes nos Estados
Unidos e Europa, conjugados a toxina diftérica destoxificada CRM197. Devido a
conjugacdo com um componente proteico, este tipo de vacina induz resposta dependente
de células T, sendo indicada para criancas menores de 2 anos. Com a introducdo da
PCV7 nos Estados Unidos e Europa, ao redor do ano 2000, houve uma reducdo das
doencas pneumocdcicas invasivas e da colonizacdo nasal de criangas por sorotipos de
pneumococo contidos na vacina (Whitney et al., 2003; Ghaffar et al., 2004; Gladstone
et al., 2011; Weinberger et al., 2011). Entretanto, esta vacina apresenta uma cobertura
limitada de sorotipos e alguns estudos realizados demonstraram que ap6s a introducao
da vacina PCV7 em alguns paises, houve um aumento de doencas causadas por
sorotipos ndo presentes nas vacinas (Hicks et al., 2007; Singleton et al., 2007;
Weinberger et al., 2011). Em 2009 e 2010, duas novas vacinas conjugadas foram
incorporadas no mercado com um ndmero adicional de sorotipos de pneumococo,
ampliando assim a cobertura de isolados. A vacina 10-valente (SynflorixTM; GSK)
(PCV10) contendo PS de 10 sorotipos e a 13-valente (Prevnar 13®; Wyeth/Pfizer)
(PVC13) contendo PS de 13 sorotipos foram licenciadas inicialmente na Europa e
Estados Unidos. A PCV10 é composta pelos sorotipos 1, 4, 5, 6B, 7F, 9V, 14 e 23F
conjugados com a proteina D do Haemophilus influenzae, o sorotipo 18C conjugado



com o toxdide tetanico e o sorotipo 19F conjugado com toxdide diftérico. A PCV13 é
composta pelos sorotipos presentes na PCV7 com adicional dos sorotipos 1, 3, 5, 6A,
7F e 19A (Gladstone et al., 2012; Miyaji et al., 2013).

Em 2015, 129 paises ja tinham introduzido as vacinas PCV em seus calendarios
de vacinagdo. Estima-se que de 2000 a 2015 as vacinas tenham evitado 250 mil mortes
cumulativas relacionadas a pneumococo, sendo que 95 % delas de 2010 a 2015. O
grafico abaixo representa o nimero de mortes por penumococo em criangas de 1 a 59
meses, de 2000 a 2015. E possivel observar uma reducdo no nimero de mortes com o
aumento da cobertura vacinal (Wahl et al., 2018) (Figura 3).

Figura 3. - Numero de mortes de criancas entre 1 e 59 meses por infeccdes causadas
por pneumococo de 2000 a 2015.
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As barras indicam o ndmero de mortes causadas por pneumococo dos anos 2000 a 2015 em criancas de 1
a 59 meses. A linha verde indica a proporcdo de criancas da mesma faixa etaria que ndo foram
imunizadas com a vacina PCV (Adaptado de: Wahl et al.; 2018)

Desde marco de 2010, a vacina PCV10 compBe o calendario de vacinagdo
brasileiro. A administracdo para as criangas de até 5 anos de idade é composta por 4
doses, iniciando aos 2, 4 e 6 meses, e um reforco entre 12 e 15 meses. O trabalho de
Brandileone e colaboradores mostrou que apo6s a introducéo da vacina PCV10 no Brasil,
0 numero de infecgcbes invasivas causadas por sorotipos Vvacinais diminuiu
consideravelmente em criancas de 2 a 23 meses e de 2 a 4 anos. A reducédo das doencas
causadas por sorotipos vacinais também foi observada no grupo etério de 2 a 17 anos,

mostrando o efeito rebanho gerado pela vacina PCV10 (Figura 4). Entretanto, em todas



as faixas etarias estudadas, incluindo adultos e idosos, foram observados aumentos nos
nameros de infeccdo invasiva causadas por sorotipos ndo vacinais (Figura 4). Entre os
principais sorotipos ndo vacinais observados estdo o 19A, 6C e 3. (Brandileone et al.,
2018).

Figura 4. - Casos de doencas invasivas causadas por pneumococo, por faixa etaria e

ano, no Brasil.
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A barra cinza indica o ano de introdugéo da vacina PCV10 no Programa Nacional de Imunizages. Linha
tracejada representa os sorotipos ndo vacinais e a linha inteira os sorotipos vacinais (Adaptado de:
Brandileone et. al.; 2018).

Este estudo mostra a eficacia da PCV10 contra as doencas pneumococicas
invasivas em criancas brasileiras. A continuidade da vigilancia epidemioldgica é de
grande importancia para a avaliacdo da substituicdo dos sorotipos prevalentes, como
ocorre em outros paises que adotaram as vacinas conjugadas (Chan et al., 2016; Daniels
et al., 2016; Kaur et al., 2016).



Como alternativa as vacinas baseadas em PS, diversos grupos de pesquisa tém
estudado formulagdes compostas por antigenos proteicos para inducdo de protecdo
independente dos sorotipos (Miyaji et al., 2013). A Proteina A da superficie do
pneumococo (PspA), estd entre 0s antigenos proteicos mais promissores para a

composicao de uma nova vacina (Tai, 2006; Miyaji et al., 2013).

1.4 Proteina A da superficie do pneumococo (PspA)

A PspA é um importante fator de viruléncia, expresso em todos os isolados de
pneumococo descritos até o momento. PspA influencia na interacdo bactéria-
hospedeiro, impedindo a fixacdo e deposicdo da proteina C3 do complemento na
superficie da bactéria (Tu et al., 1999; Ren et al., 2004). Além disso, PspA se liga a
apolactoferrina presente nas mucosas do hospedeiro, inibindo sua atividade bactericida
(Shaper et al., 2004). Sua massa molecular varia de 67 a 99 kDa e a proteina pode ser
dividida em cinco dominios: um peptideo sinal; um dominio a-hélice altamente
carregado; uma regido rica em prolina; um dominio de ligacdo a colina e a regido C-
terminal (Figura 5) (Hollingshead et al., 2000).

Figura 5. - Representacdo esquematica dos dominios do antigeno PspA de

Streptococcus pneumoniae.
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A proteina é composta por um peptideo sinal, um dominio a-hélice seguido de uma regido rica em
prolina, uma regido de ligacdo a colina e a cauda C-Terminal. CDR = Regido definidora de clado (do
inglés Clade defining region) (Adaptado de: Moreno et al., 2010).

A regido de ligacdo a colina interage com os residuos de colina presentes na
membrana da bactéria, permitindo o ancoramento da PspA. Essa disposic¢do da proteina
expde o dominio de a-hélice para interacdo com o sistema imune do hospedeiro. De
acordo com as semelhangas entre 0s aminoacidos presentes na regido final da porgéo N-
terminal, denominada regido definidora de clado — CDR (Figura 5) - € possivel agrupar
as PspAs em 6 clados. As PspAs dos clados 1 e 2 pertencem a familia 1; PspAs do clado
3, 4 e 5 pertencem a familia 2; e PspAs do clado 6 pertencem a familia 3 (Hollingshead
et al., 2000). Segundo estudos realizados em diversas partes do mundo, a maior parte
dos isolados de pneumococo expressam PspAs pertencentes as familias 1 e 2, sendo que



PspAs da familia 3 sdo raros (Vela Coral et al., 2001; Hollingshead et al., 2006;
Pimenta et al., 2011).

Como a reatividade cruzada entre as familias é baixa, foi proposto que uma
vacina baseada em PspA deveria conter a0 menos um PspA pertencente & familia 1 e
outro a familia 2 para uma boa cobertura dos isolados. Por outro lado, ao analisar
fragmentos de PspA de clados 1 a 5, nosso grupo observou que PspAs de clado 4
(PspA4) e de clado 5 (PspAb5) foram capazes de induzir anticorpos que reconhecem
PspAs de outras familias (Darrieux et al., 2008). Os anticorpos gerados contra PspA4 e
PspA5 foram ainda capazes de mediar deposicdo de complemento in vitro em bactérias
expressando PspAs dos clados 1 a 5, além de induzir protecdo de camundongos contra
desafio letal com bactérias expressando PspA de familia 1 ou familia 2 (Moreno et al.,
2010). Estes dados sugerem que PspA4 ou PspA5 sdo bons candidatos para a

formulacéo de uma vacina com ampla cobertura.

Ao longo dos anos, 0 nosso grupo tem estudado adjuvantes e diferentes formas
de apresentacdo para vacinas compostas por PspA (Oliveira et al., 2006; Campos et al.,
2008; Ferreira et al., 2008; Ferreira, Darrieux, et al., 2009). Os resultados destes estudos
e de estudos de outros grupos mostram uma forte correlagcdo entre aumento da protecédo
em modelos animais e a inducdo de resposta imune do tipo T-helper 1 (Thl),
caracterizada por inducdo de IgG2a anti-PspA e producdo de IFN-y em camundongos
(Arulanandam et al., 2001; Ferreira et al., 2008; Ferreira, Moreno, et al., 2009). Em
estudos de vacinas nasais compostas de PSpA, nosso grupo também demonstrou uma
correlacdo entre protecdo aumentada e secrecdo de IL-17 por células do pulméo e do

baco, apds desafio respiratorio letal em camundongos (Ferreira, Darrieux, et al., 2009)
1.5 Combinacéao de PspA a vacina celular pertussis (wP)

A pesquisa em adjuvantes € um elemento crucial no desenvolvimento de vacinas.
Adjuvantes sdo compostos que aumentam a resposta imune especifica contra o antigeno
coadministrado. Os adjuvantes podem ser utilizados visando aumentar a
imunogenicidade de antigenos altamente purificados ou recombinantes, reduzir a
quantidade de antigeno ou o numero de imunizagdes necessarias para a imunidade
protetora, melhorar a eficacia das vacinas em recém-nascidos, idosos e
imunocomprometidos. Podem também atuar como sistemas de entrega para a absorcao

de antigeno pela mucosa ou direcionamento as células do sistema imune (Petrovsky e



Aguilar, 2004). Sais de aluminio (Alum) sdo eficazes em formula¢Ges com proteinas
recombinantes a serem aplicadas em condigfes onde respostas Th2 sdo desejadas.
Entretanto, varios grupos tém se concentrado em descrever novos adjuvantes para
aplicacdes onde respostas mediadas por células sdo mais eficazes (Reed et al., 2009).
Tais respostas sdo geralmente induzidas por vacinas celulares, como o caso da vacina
celular pertussis (wP) (Mahon et al., 1996; Berstad, Oftung, et al., 2000; Mcguirk e
Mills, 2000; Higgins et al., 2006). Além da alta eficacia de wP contra coqueluche,
alguns trabalhos descreveram a sua eficacia como adjuvante, quando administrada em
combinacéo a diferentes antigenos (Berstad, Andersen, et al., 2000; Yano et al., 2007).
A vacina celular pertussis (WwP) produzida no Instituto Butantan, quando usada como
adjuvante em combinacdo a proteina PspA recombinante, apresentou resultados
promissores em modelos animais. A imunizacdo com PspA-wP foi capaz de proteger
camundongos contra desafios letais respiratorios e também contra desafios de
colonizagdo por pneumococo (Oliveira et al., 2010). A resposta imune protetora foi
caracterizada principalmente pela inducéo de altos niveis de anticorpos anti-PspA. Além
disso, camundongos vacinados com PspA-wP apresentaram, ap6s o desafio com
pneumococo, uma resposta inflamatdria, que foi controlada rapidamente, levando a
eliminacdo da bactéria, sem causar danos excessivos aos tecidos (Lima et al., 2012). A
imunizacdo nasal de camundongos com PspAs recombinantes combinados a vacina wP
foi também protetora contra um desafio de co-colonizacdo, no qual duas cepas de
pneumococo expressando PspAs heter6logos foram inoculadas concomitantemente.
Estes resultados sugerem que formulagdes compostas por PspAs das familias 1 e 2
combinados a wP podem induzir protecdo abrangente de isolados (Tostes et al., 2017).

Através de uma colaboragdo com o grupo coordenado pela Dr® Nathalie Mielcarek
e pelo Dr. Camille Locht do Instituto Pasteur, Lille, Franca, foi possivel a caracterizacdo
dos componentes de B. pertussis determinantes para a atividade adjuvante observada.
Os resultados demonstraram que a toxina pertussis é responsavel, pelo menos em parte,
pelo efeito adjuvante da wP em combinacdo a PspA (Salcedo-Rivillas et al., 2014). A
vacina wP é um dos componentes da vacina triplice DTwP (difteria, tétano, pertussis)
produzida pelo Instituto Butantan e administrada em criangas brasileiras aos 2, 4 e 6
meses, com refor¢os aos 18 meses e 5 anos de idade. A DTwP se mostrou tdo eficaz
quanto a wP como adjuvante em combinacdo a PspA. A formulacdo PspA-DTwP,

administrada por via subcutanea em camundongos, foi capaz de induzir altos niveis de



anticorpos anti-PspA e protecdo contra infec¢do invasiva com diferentes linhagens de
pneumococo. Além disso, a presenca de PspA na formulagcdo ndo interferiu na resposta
imune contra os trés componentes da vacina DTwP (Lima et al., 2013). Juntos, estes
dados demonstram que a composicdo de uma vacina quadrupla através da inclusédo de
PspA na vacina DTwP é uma estratégia interessante, que pode resultar em protecao
adicional contra pneumococo, aproveitando a atividade adjuvante da wP e o calendério

de imunizag&o nacional.
1.6 Bordetella pertussis e seus fatores de viruléncia

Bordetella pertussis € uma bactéria gram-negativa, aerobica, em forma de
cocobacilo, e agente causador da coqueluche, uma infeccéo severa do trato respiratério,
que afeta principalmente criangas recém-nascidas (Higgs et al., 2012). A B. pertussis
expressa uma variedade de fatores de viruléncia, dentre eles a toxina pertussis (PT),
toxina dermonecrética (DNT), fimbrias (Fim), pertactina (Prn) toxina adenilato ciclase
(CyaA) e Hemaglutinina Filamentosa (FHA) (Melvin et al., 2014). A vacina celular
(wP), ja& descrita anteriormente, € a vacina de primeira geracdo, composta pela bactéria
inteira inativada por tratamento com formaldeido. Devido a diferencas nas linhagens
vacinais e nos protocolos de producdo das vacinas celulares, variabilidade na eficacia
contra coqueluche e nos efeitos adversos causados ap6s a vacinagdo de criancas foram
relatados no mundo todo. Esses fatores levaram ao desenvolvimento de vacinas
acelulares, compostas por antigenos purificados, que foram adotadas por alguns paises
como Japdo, Estados Unidos e paises da Europa (revisado por (Locht, 2016)) As
formulacdes acelulares também variam em composicao, sendo que PT e FHA estdo
sempre presentes, mas algumas formulacdes também contém pertactina e fimbrias. Nos
ultimos anos, diversas partes do mundo tém enfrentado um aumento nos casos de
coqueluche e de mortes de bebés por esta doenca (Masseria et al., 2017; Muloiwa et al.,
2018). Entre os fatores que contribuiram para este aumento estdo escapes das cepas
circulantes devido a pressdo das vacinas, diminuicdo da imunidade conferida pelas
vacinas apos alguns anos e falha na protegdo contra colonizacdo nasal (Van Der Ark et
al., 2012; Allen, 2013). Varios estudos mostram que as formulacdes acelulares
disponiveis sdo piores que as vacinas celulares para a protecdo contra colonizacao e,
dessa forma, ndo impedem a transmissdo (Smallridge et al., 2014; Warfel et al., 2014);
Sendo assim, adolescentes e adultos que apresentam sintomas leves ou sdo

assintomaticos servem de reservatdrio, podendo transmitir a criangas que ainda nédo



receberam o regime completo de vacinacdo (Mahmud et al., 2019). Atualmente, a
recomendacdo da Organizacdo Mundial de Saude e do grupo Global Pertussis Initiative
é para que os paises que ainda utilizam as vacinas wP, como o Brasil, ndo adotem a
vacina acelular para criancas (WHO | Pertussis vaccines position paper, 2015; Forsyth
et al., 2018). Outra medida é a vacinacdo de gravidas com vacinas acelulares visando a
transferéncia de anticorpos para 0s recém-nascidos e protecdo contra a doenca antes de
completar o regime de vacinacgdo infantil (WHO | Pertussis vaccines position paper,
2015; Forsyth et al., 2018). Entretanto, para resolver este problema, diversos grupos de
pesquisa tém proposto modificagdes nas vacinas acelulares, como a inclusdo de
adjuvantes (Allen et al., 2018) ou de antigenos como a CyaA (Boehm et al., 2018), de
forma a modular a resposta imune e aumentar a eficacia contra a colonizagdo nasal pela
bactéria. Entre as propostas, a BPZE1, uma vacina viva atenuada, tem se mostrado
bastante promissora e esta atualmente sendo testada em ensaios de fase clinica Il
(Thorstensson et al., 2014; Locht et al., 2017).

O FHA é uma grande proteina associada superficie da bactéria, de
aproximadamente 220kDa, em forma de bastonete, que contém 3 dominios diferentes:
um dominio de ligacdo a carboidratos, um dominio de ligacdo a glicosaminoglicanos e
um dominio RGD (arginina-glicina-aspartato) que estd envolvido na ligacdo a
receptores tipo integrina presentes nos leucécitos (Melvin et al., 2014). Sua principal
funcdo é mediar a adesdo da bactéria as células ciliadas epiteliais. O FHA atua também
na persisténcia da infeccéo e pode, direta ou indiretamente modular o sistema imune do
hospedeiro. Trata-se da adesina mais abundante de B. pertussis (Smith et al., 2001,
Higgs et al., 2012). FHA apresenta atividade adjuvante, sendo capaz de aumentar a
producdo de anticorpos contra antigenos associados por via oral, nasal ou subcutanea
(Poulain-Godefroy et al., 2003; Salcedo-Rivillas et al., 2014). Apesar dos mecanismos
desta atividade adjuvante ndo serem completamente conhecidos, Dirix e colaboradores
mostraram que o FHA ou um fragmento correspondente a regido N-Terminal da
proteina (Fha44) sdo capazes de induzir a maturacdo de células dendriticas derivadas de
mondcitos humanos, além de estimular a secregdo de IL-12, IL-6 e IL-23 in vitro (Dirix
etal., 2014).

A CyaA é um fator de viruléncia da bactéria capaz de induzir resposta imune
protetora em modelos animais de pertussis. Esta toxina ndo esta presente nas

formulacGes de vacina pertussis acelulares disponiveis atualmente no mercado, apesar



de muitos grupos defenderem a sua incluséo (Carbonetti, 2010). A CyaA ¢é uma proteina
com 1706 residuos de amino&cidos, apresentando um dominio AC, responsavel pela
catélise da sintese de CAMP a partir de ATP no interior da célula, e uma regido C-
Terminal RTX (Repeat-in-toxin) envolvida da ligacdo e internalizacdo da toxina nas

células hospedeiras alvo (Figura 6).

Figura 6. - Representacdo esquematica da Toxina Adenilato Cilase (CyaA) de

Bordetella pertussis.
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AC = Dominio catalitico; T = Dominio de translocagdo; H = Seguimentos hidrofébicos; RTX = Dominio
Repeat-in-Toxin; SS = Sinal de secrecdo. (Adaptado de: (Chenal et al., 2015).

A CyaA liga-se principalmente ao receptor CD11b/CD18 (também conhecido
como CR3 ou Mac-1) expresso por ceélulas apresentadoras de antigeno como
macrofagos e células dendriticas. Apds a ligacdo, o dominio AC ¢ internalizado no
citosol celular, onde é ativado pela calmodulina para produzir quantidades supra
fisiologicas de cAMP que alteram o funcionamento das células alvo. Além disso, a
CyaA apresenta a capacidade de formar pequenos poros na superficie das células pelos
quais pode ser internalizada, apesar deste mecanismo ser menos eficiente que a ligacédo

através do receptor (Masin et al., 2015).

Com base nestas propriedades da CyaA, o grupo do Dr. Daniel Ladant do
Instituto Pasteur de Paris, desenvolveu um sistema de entrega de antigenos vacinais.
Este sistema funciona através da clonagem de peptideos em uma regido permissiva do
dominio catalitico (AC) da CyaA (Gmira et al., 2001). Além disso, a atividade de
citotoxica foi abolida através de uma mutacdo em um dipeptideo essencial para a
atividade catalitica da adenilato ciclase (Mascarell et al., 2006). Como resultado, este
sistema é capaz de direcionar antigenos heterdlogos as células apresentadoras de
antigeno, principalmente células dendriticas, modulando a resposta imune, mesmo na

auséncia de adjuvantes (Figura 7). Este sistema é capaz de comportar peptideos de



diferentes tamanhos e ja foi utilizado de forma eficiente para a inducdo de anticorpos e

células T CD4" e T CD8" especificas contra os antigenos de HIV e HPV.

Figura 7. - Representacdo esquematica da interacdo de CyaA com as células
apresentadoras de antigenos .
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A CyaA recombinante carreando um antigeno inserido no dominio catalitico, CyaA-Ag, se liga as células
dendriticas (DC) através de interacdo seletiva com o receptor CD11b/CD18 (¢). Apods a translocacéo,
através da membrana plasmatica da DC (esquerda); o antigeno é degradado pelo proteassoma em
peptideos que podem alcancar a via de apresentacdo de MHC classe |, para induzir respostas especificas
de células T CD8". Alternativamente, a CyaA recombinante, apos a ligagdo ao receptor, pode ser
endocitada (direita). Ap6s a protedlise em endossomos/lisossomos, 0s peptideos libertados, podem entrar
na via de apresentagdo de MHC de classe Il, para induzir respostas de células T CD4". Adaptado de:
(Chenal e Ladant, 2018).

Neste trabalho, as propriedades adjuvantes de B. pertussis foram aplicadas em
duas estratégias para o desenvolvimento de vacinas contra pneumococo, baseadas no

antigeno PspA.



A primeira estratégia consistiu na expressdo do antigeno PspA do clado 4
contendo o primeiro bloco da regido rica em prolinas (PspA4Pro) na linhagem vacinal
de B. pertussis do Instituto Butantan, para a produgdo de uma vacina recombinante

inativada (wpPsPAdPr

). Esta proposta foi baseada nos trabalhos anteriores do grupo que
mostraram que a combinacdo da vacina wP a PspA é capaz de proteger camundongos
contra desafios letais e de colonizagdo por pneumococo (Oliveira et al., 2010; Tostes et
al., 2017) . A vantagem da expressdo de PspA4Pro na linhagem vacinal de pertussis
seria a producdo da vacina dupla pertussis-pneumococo através de um unico cultivo,

eliminando as etapas de expresséo e purificacdo de PspA recombinante em E. coli.

A segunda estratégia consistiu em testar o sistema de apresentacdo de antigenos
CyaA para a apresentacdo de PspA. A capacidade da CyaA de induzir resposta Thl em
camundongos com producdo de anticorpos e de IFN-y contra antigenos co-eXpressos
(Préville et al., 2005), indica que este sistema pode ser capaz de induzir resposta
protetora contra PSpA.

As vacinas derivadas de ambas as estratégias foram testadas quanto a capacidade

de induzir resposta imune e protecdo contra desafios com pneumococo em
camundongos.



6 CONCLUSOES

O processo de conjugacdo realizado com a finalidade de obter clones
recombinantes de Bordetella pertussis foi eficiente sendo que diferentes clones
expressando a proteina PspA4Pro em fusdo com Fha44 foram obtidos.
Entretanto, a recombinacgédo da sequéncia de interesse no genoma da bactéria ndo
ocorreu conforme o esperado, e, apesar dos clones expressarem a proteina
Fha44:PspA4Pro, ndo obtivemos resultado claro sobre a insercdo da sequéncia
de interesse no genoma da bactéria.

Nas condicdes testadas, as vacinas wP™*P**"" n&o induziram ou induziram niveis
muito baixos de IgG anti-PspA4Pro e ndo foram capazes de proteger contra o
desafio letal com pneumococo.

O sistema de apresentacdo de antigenos baseado na CyaA foi adequado para
expressao dos fragmentos de PspA, sendo, inclusive viavel a expressdo de
fragmentos grandes, como o PspA2Pro e o PspA4Pro.

As proteinas CyaA-PspA2Pro, CyaA-PspA4Pro, CyaA-PspA2-F5 e CyaA-
PspA4-F5, parecem ser bons candidatos vacinais contra 0 pneumococo, uma vez
que foram capazes de gerar niveis significativos de IgG especificos contra
PspA2Pro e PspA4Pro e, em combinacdo, foram capazes de proteger os animais
contra desafios realizados com as bactérias A66.1 e 3JYP2670 que expressam,
respectivamente, PspA2 e PspA4.

Os anticorpos gerados contra as proteinas CyaA-PspA2Pro, CyaA-PspA4Pro,
CyaA-PspA2-F5 e CyaA-PspA4-F5 foram capazes de se ligar eficientemente a
superficie das bactérias, comprovando o reconhecimento das PspAs nativas.
Além disto a proteina CyaA-PspA4-F5 foi capaz de proteger, 0s animais
também contra o desafio letal com a cepa ATCC6303, que expressa PSpAb.

A atividade adjuvante de CyaA foi comprovada para as proteinas CyaA-PspAz2-
F5 e CyaA-PspA4-Fb.

As proteinas CyaA-PspA sdo capazes de induzir anticorpos especificos contra
proteinas de B. pertussis. A protecdo contra este patdgeno ainda deve ser

testada.
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