WALTER RODRIGO POLITANO

AVALIACAO DA PRODUCAO DE ANTICORPOS CONTRA
PROTEINAS PNEUMOCOCICAS HIBRIDAS PspA-
PNEUMOLISINA EM CAMUNDONGOS

BRAGANCA PAULISTA-SP
2012



WALTER RODRIGO POLITANO

AVALIACAO DA PRODUCAO DE ANTICORPOS CONTRA
PROTEINAS PNEUMOCOCICAS HIBRIDAS PspA-
PNEUMOLISINA EM CAMUNDONGOS

ORIENTADORA: Profd. Dra. MICHELLE DARRIEUX SAMPAIO
BERTONCINI

Dissertacdo apresentada ao Curso de Pos
Graduacdo stricto sensu em Ciéncias da
Salde da Universidade Sdo Francisco (USF)
para obtencdo do titulo de Mestre em

Ciéncias da Saude.

BRAGANCA PAULISTA-SP
2012



WC 217
P829a

Politano, Walter Rodrigo.

Avaliacdo da producdo de anticorpos contra proteinas
pneumocdcicas hibridas PspA-pneumolisina em
camundongos / Walter Rodrigo Politano. -- Braganca
Paulista, 2012.

56 p.

Dissertacdo (Mestrado) — Programa de P6s-Graduacao
Stricto Sensu em Ciéncias da Saude da Universidade Séo
Francisco.

Orientacdo de: Michelle Darrieux Sampaio Bertoncini.

1. Streptococcus pneumoniae. 2. Protreinas.
3. Anticorpos. 4. Camundongos. . Bertoncini, Michelle
Darrieux Sampaio. Il. Titulo.

Ficha catalografica elaborada pelas bibliotecérias do Setor de

Processamento Técnico da Universidade Sdo Francisco.




¢)

_ UNIVERSIDADE
SAO FRANCISCO

POLITANO, Walter Rodrigo. * Avaliagdo da producido de anticorpos contra proteinas Pneumocécicas Hibridas
PspA-Pneumolisina em Camundongos ". Dissertagdo defendida ¢ aprovada no programa de Pos Graduagdo Stricto
Sensu em Ciéncias da Saude da Universidade S3o Francisco em quatorze de Fevereiro de 2012 pela Banca
examinadora constituida pelos professores:

/ (\E

J

Profa. Dra. Mjchellé Darrieux Sampaio Bertoncini- Orientadora e Presidente
Universidade Sao Francisco

1 — -

LA SO e T L) 200 N
Profa. Dra. Giovana Barazzone - Examinadora
Instituto Butantan -SP

s

0 O
Prof. Dr. Carlos Augusto Real Martinez
Universidade Sao/Francisco

p,

CAMPUS DE BRAGANCA PAULISTA  Av. Sio Francisco de Assis. 218 - CEP 12916-900 Fone (11) 3034-8000 - FAX (11) 40341825

CAMPUS DE CAMPINAS Rod. Gen Milton Tavares de Lima. 1572 - CEP 13083-680 - Distrito de Bardo Ceraldo - Fone: (1913754-3300
CAMPUS DE ITATIBA Rua Alexandre Rodrigues Barbosa, 45 - CEP 13251-900 Fone (11) 4534-8000 - FAX (11) 4524-1933
CAMPUS DO PARI - SAO PAULO  Rua Hannemann, 352 - Pari - CEP 03031-040 Fone (11) 3315-2000 - FAX (11) 3315-2036



A minha familia, que com a paciéncia dos
sdbios, cederam preciosas horas de
convivio para que este texto pudesse ser

escrito.



AGRADECIMENTOS

Agradeco a todos aqueles que, de modo generoso, colocaram a minha disposicao 0s seus

conhecimentos e o seu tempo; devo-lhes, ideias e retificagdes valiosas.

Desde as inquietagdes iniciais, minha orientadora Profa. Dra. Michelle Darrieux Sampaio
Bertoncini, acompanhou o desenvolvimento do projeto, e a ela dedico um agradecimento muito
especial, por seu estimulo nos momentos de angustia, e pela orientacdo sensivel e serena, por

dizer “Nao, Walter” e contribuir em todas as etapas para um novo pensar.

Um enorme “Obrigado” aos professores Lucio Fabio Caldas Ferraz, Giovana Tofoli,
Alessandra Gambero, Carlos Augusto Real Martinez, Marcelo Lima Ribeiro, Patricia de Oliveira
Carvalho, Denise Gongalves Priolli e a todo mundo do maravilhoso mestrado em Ciéncias da
Salde: Thais, Laércio, Leonardo, Tarcia, Ana Erica, Cosme, Maria Elisa, Juliana, Juliano,

Fabiano, Rita, Vilma ... Sem vocés este trabalho ndo teria acontecido.

Agradeco aos que conciliaram seu escasso tempo e trouxeram elementos enriquecedores
para o estudo, em especial, Cibelly Goulart, Thais Raquel, Dunia Rodrigues, do instituto

Butantan.
Agradeco a todos os meus familiares, minha mée Fatima, que suportaram minha auséncia,
a companheira e noiva Naflavia, que procurou compreender minhas aflicGes e o tempo em que

me dediquei @ minha dissertacao.

A todos meu sincero respeito e reconhecimento. Muito obrigado!



“E o que foi feito é
preciso  conhecer, para

melhor prosseguir”.

Luiz Gonzaga Junior.

Vi



RESUMO

Introducdo: Streptococcus pneumoniae € um importante agente causador de pneumonia,
meningite e septicemia. Elevadas taxas de mortalidade e morbidade das infeccOes
pneumocdcicas, aliadas ao surgimento e a disseminacdo de cepas resistentes aos antibidticos e as
perdas econémicas e sociais, fazem com que as pesquisas sobre novas vacinas para prevencdo das
infeccbes por S. pneumoniae sejam atualmente, consideradas uma prioridade no mundo todo.

Uma alternativa para as vacinas de polissacarideos séo as proteinas pneumocacicas.

Objetivo: Avaliar o potencial imunogénico de formulacdes contendo o fragmento de PspA, e

dois mutantes detoxificados da pneumolisina.

Métodos: Estes mutantes foram fusionados geneticamente aos fragmentos codificante da por¢édo
N-terminal de PspA 245 (clado 1), produzindo duas proteinas hibridas, 245-PdD39 e 245-Pd472.

Os mutantes e hibridos foram avaliados quanto a inducao de anticorpos em camundongos.

Resultados e Concluséo: Os hibridos promoveram a inducdo de elevados niveis de anticorpos
em camundongos. Em alguns casos, as vacinas hibridas mostraram-se superiores as proteinas co-
administradas, sugerindo um possivel efeito sinergistico. A razdo 1gG1/IgG2a dos anticorpos
induzidos pelas imunizacGes foi equilibrada, sugerindo que a producao anticorpos foram capazes
de agir sinergicamente na promocao da opsonizacao e reforgar o sistema complemento. Assim 0s
resultados sugerem que vacinas hibridas contendo PspA e mutantes detoxificados de
pneumolisina representam uma estratégia vacinal promissora, capaz de induzir a producdo de
elevados niveis de anticorpos contra os dois componentes vacinais e proporcionar uma
imunizacdo equilibrada capaz de agir sinergicamente na promogdo da opsonizacdo e,

consequentemente, da eliminag&o da bactéria pelo sistema imune.

Palavras Chaves: Streptococcus pneumoniae, proteinas e anticorpos.
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ABSTRACT

Introduction: Streptococcus pneumoniae is an important agent of pneumonia, meningitis and
septicemia. High rates of morbidity and mortality of pneumococcal infections, combined with the
emergence and spread of antibiotic-resistant strains and the social and economic losses, make
research on new vaccines for the prevention of infections caused by S. pneumoniae is currently
considered a priority worldwide. An alternative to polysaccharide vaccines are pneumococcal

proteins.

Objectives: To evaluate the immunogenic potential of formulations containing the fragment of

PspA, and two mutants of detoxified pneumolysin.

Methods: These mutants were genetically fused to the fragments encoding the N-terminal
portion of PspA 245 (clade 1), producing two hybrid proteins, 245-PdD39 and 245-Pd472.

Mutants and hybrids were evaluated for antibody induction in mice.

Results and Conclusions: Hybrids promoted induction of high levels of antibodies in mice. In
some cases, the vaccines proved superior hybrid protein co-administered, indicating a possible
synergistic effect. The reason 1gG1/1gG2a antibodies induced by immunization was equilibrated,
suggesting that production antibodies were able to act synergistically in the promotion of
opsonization and enhance the complement system. Thus the results suggest that vaccines
containing hybrid of PspA and mutant detoxified pneumolysin represent a promising strategy
vaccine capable of inducing the production of high levels of antibodies against both vaccine
components and to provide a balanced immunization can act synergistically to promote

opsonization and consequently the elimination of the bacteria by the immune system.

Key-Words: Streptococcus pneumoniae, proteins and antibodies.
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1. INTRODUCAO

O Streptococcus pneumoniae é um importante patdgeno humano, causador de otite
média, pneumonia, sepse e meningite. Os idosos, as crian¢as menores de dois anos de idade, e 0s
individuos imunodeprimidos sdo particularmente suscetiveis as doencas pneumocdcicas (Paton et
al., 1991; McCullers e Tuomanen, 2001).

A capacidade de colonizar, invadir e danificar tecidos do hospedeiro € atribuida aos
fatores de viruléncia, que incluem proteinas, lipoproteinas e polissacarideos (Watson et al., 1995;
Mitchell e Andrew, 1997). O pneumococo coloniza o trato respiratorio superior dos seres
humanos e pode ser isolado da nasofaringe de até um quarto dos adultos saudaveis e 80% das
criancas menores de cinco anos de idade (Austrian, 1989).

Apesar dos elevados niveis de colonizag¢do por pneumococo na populacdo, a frequéncia de
doenca pneumocécica é bastante diminuida em pessoas sadias, considerados portadores
assintomaticos. As superficies epiteliais do organismo atuam como uma barreira efetiva contra a
maioria dos microrganismos e sdo rapidamente reparadas se houver um dano. Além disso, o
microorganismo que consegue atravessar as superficies epiteliais pode ser eficientemente
removido pelos mecanismos da imunidade inata que atuam nos tecidos. Na maioria dos €asos,
essas defesas impedem que a infeccdo seja estabelecida (Brandileone et al., 2004; Janeway,
2007).

A doenca pneumocdcica € sempre precedida pela colonizacdo, e decorre da invasdo de
sitios estéreis pelas bactérias. A pneumonia resulta da aspiracdo de bactérias da nasofaringe para
os pulmdes, seguida por intensa reacdo inflamatdria local, que pode ser fatal. A sepse desenvolve
em cerca de 10-15% dos casos de pneumonia pneumococica. Os componentes da superficie
bacteriana desempenham um importante papel no inicio da infec¢do, por inibirem o sistema
complemento e a fagocitose (Baltimore e Shapiro, 1991; Watson et al., 1995).

A Organizacdo Mundial da Satde (OMS) estima que 1,6 milhdes de pessoas morrem todo
0 ano no mundo devido a doencas pneumocaocicas, sendo que destas, em torno de 1 milhdo sdo
criangas com menos de 5 anos, e a maioria dos casos ocorre em paises em desenvolvimento
(OMS, 2007).

Estas elevadas taxas de mortalidade e morbidade das infec¢des pneumocacicas, aliadas ao

surgimento e a disseminacdo de cepas resistentes aos antibioticos e as perdas econémicas e
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sociais, fazem com que as pesquisas sobre novas vacinas para prevencao das infeccdes por S.
pneumoniae sejam atualmente, consideradas uma prioridade no mundo todo (CDC, 2007; Braido
et al., 2008).

Uma alternativa para as vacinas de polissacarideos sdo as proteinas pneumococicas
(Paton, 1998). As mais promissoras até 0 momento para este fim sdo: a Proteina A de Superficie
Pneumocdcica (PspA), a Proteina C de superficie pneumocdcica (PspC) e a pnemolisina (Ply)
(Ogunniyi et al., 2007).

1.1 Histérico

Streptococcus pneumoniae foi descrito, pela primeira vez em 1875 por Edwin Klebs, ao
observar o fluido dos pulmdes de um homem com pneumonia. Em 1880 o agente foi igualmente
descrito por Karl Eberth, ao examinar os exsudatos do pulmdo e do espaco subaracndide de um
homem com pneumonia e meningite secundaria. No mesmo ano, M. Matray descreveu e
denominou Pneumoniae kokken 0s cocos que observou tanto no escarro de pacientes com
pneumonia quanto no de pessoas saudaveis (White, 1938; Finland, 1982).

No entanto, o mérito da descoberta de S. pneumoniae coube a Louis Pasteur e George
Sternberg, que em 1881, de forma independente, isolaram o agente através da cultura em animais.
Pasteur, na Franca, denominou o agente Microbe septicémique du saliva. Sternberg, nos EUA,
também isolou o agente em coelhos, apds inocula-los com a prépria saliva. Em 1885, denominou
0 agente de Micrococcus pasteuri, em homenagem ao cientista francés (White, 1938; Finland,
1982).

Contudo, a associacdo entre o agente e a pneumonia lobar sé foi efetivamente estabelecida
em 1883, tanto por Talamon, que o denominou Coccus lancéolé de la pneumonie, quanto por
Friedlander, que o denominou Pneumonie mikrokokken. Estes autores conseguiram reproduzir a
doenga pulmonar em animais apds a inoculagdo da bactéria, obtida através da cultura de
espécimes clinicos de pacientes com pneumonia (White, 1938; CDC, 2007).

Através da reacio de aglutinacio, Lister, em 1913, na Africa do Sul, e Dochez e Gillespie,
nos EUA, comecaram a classificar os pneumococos em tipos especificos. Nas duas primeiras

décadas do seculo XX, uma mistura de varios tipos de pneumococos viaveis e inativados foram
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utilizadas para vacinagdo de mineradores de ouro e diamante na Africa do Sul, com resultados
parcialmente eficazes neste grupo altamente susceptivel a pneumonia pneumococica (Finland,
1982; Musher, 2005).

Em 1920, Heidelberger e Avery demonstraram que os anticorpos que conferiam protecéo
contra 0 pneumococo reagiam com polissacarideos capsulares do agente. Adicionalmente, foi
desenvolvido o uso da aglutinacdo para determinacdo do sorotipo causador da doenga em
determinado paciente, assim como anti-soros especificos para o tratamento. A partir de 1931 o
teste de Quellung passou a ser usado para a sorotipagem rapida do pneumococo, em substitui¢éo
a aglutinacdo, e em 1932 j& eram conhecidos cerca de 30 dos 92 sorotipos de S. pneumoniae
conhecidos atualmente (Finland, 1982; Musher, 2005; Malley, 2009).

Felton (1930) preparou pela primeira vez polissacarideos capsulares purificados com o
intuito de imunizar humanos, e em 1938 o polissacarideo purificado do tipo | foi utilizado para
combater uma epidemia de pneumonia em um hospital de Massachusetts, EUA (Musher, 2005).

Estudos epidemioldgicos demonstraram que no Brasil, entre 1977-2000, os sorotipos
frequentemente identificados foram 1, 5, 6A, 6B, 9V, 14, 18C, 19F e 23F, sendo 76,5% das cepas
isoladas em criancas menores de 5 anos de idade com meningite (Brandileone, 2003; Yoshioka et
al., 2011).

Uma vacina contendo polissacarideos, de 14 sorotipos foi produzida e licenciada nos
EUA em 1977, tendo sido posteriormente substituida por uma formulacdo 23-valente, utilizada
até os dias atuais na imunizacdo de adultos. Em 2000, foi lancada a primeira vacina anti-
pneumocdcica conjugada, contendo polissacarideo Capsular (PS) de 7 sorotipos prevalentes
fusionados ao toxoide diftérico. Atualmente, formulacGes contendo 10 polissacarideos
conjugados ja estdo disponiveis e passaram a fazer parte do Calendario Basico de Vacinacdo do
Programa Nacional de Imunizacdo (PNI) a partir de marco de 2010 (Ministério da Saude, 2010 —
C, D). Outra vacina contém 13 sorotipos conjugadas a proteina difterica CRM-197. Estima-se
que os trés sorotipos adicionais aos 10 incluidos na vacina 10 valente, (3, 6A e 19A) aumentem
para 92% a cobertura da vacina para prevencdo de Doenca Pneumocdcica Invasiva (DPI) em
lactentes e criangas pequenas no mundo todo. No Brasil, essa vacina representaria a possibilidade
de prevencéo de 87% dos casos de DPI em criangas com menos de 5 anos de idade.

O descobrimento da penicilina, utilizada na pratica clinica a partir de 1943, mudou a

historia natural da doenca pneumocdcica. No entanto, a resisténcia a essa droga passou a ser
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relatada na literatura a partir de 1967, constituindo-se, especialmente a partir dos anos 90, em
grave problema de satde publica (Crook e Spratt, 1998; Tavares, 2001; Low, 2005).

O numero de cepas de pneumococo resistentes a antibioticos tem aumentado de forma
alarmante nas Ultimas déecadas (Brandileone et al., 2006), reforcando a necessidade de se ampliar

as estratégias de prevencgdo destas doencas.

1.2 Caracteristicas do Streptococcus pneumoniae

Streptococcus pneumoniae € um diplococo gram-positivo encapsulado, a-hemolitico e
catalase-negativo (Marriott e Dockrell, 2006). E uma bactéria extracelular, capaz de se replicar na
circulacdo, nos tecidos conjuntivos e em espacos teciduais, tais como os lumens das vias aéreas.

A superficie do pneumococo é constituida de trés estruturas: a membrana plasmatica, que
exibe uma estrutura conservada, com moléculas de acido lipoteicdico — contendo residuos de
fosfocolina (ChoP); a parede celular composta de polissacarideos e acido teicdico, que ancora
diversas proteinas de superficie; a capsula polissacaridica,que possui entre 200-400 nm de
espessura (Dawson, 2004; Kadioglu et al., 2008).

A estrutura quimica variavel do polissacarideo capsular permite até o0 momento a sua
classificacdo em 92 sorotipos (Braido et al., 2008; Pletz et al., 2008; Malley, 2009). Destes, um
pequeno numero predomina como agentes causadores de doenca no homem; estima-se que 11
sorotipos sejam responsaveis por 75% das infeccdes pneumocdécicas em todo o mundo, sendo a

maioria apenas colonizante (Dawson, 2004).

1.3 Fatores de viruléncia
A viruléncia do pneumococo esta associada a duas caracteristicas importantes: sua

capacidade de resistir a fagocitose pelo sistema imune do hospedeiro e a capacidade de coloniza-
lo (Rosenow et al., 1997; Bosarge et al., 2001; Thornton e McDaniel, 2005).
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A cépsula polissacaridica (CPS) é considerada essencial na resisténcia ao sistema
complemento, e a interagdo de pneumococos com o complemento varia de acordo com o tipo de
capsula polissacaridica (McDaniel e Swiatlo, 2004; Kerr et al., 2006).

Abaixo da capsula encontra-se a parede celular rica em acido teicdico; esta molécula,
também conhecida como polissacarideo C, contém residuos de colina que séo responsaveis pela
resposta inflamatoria intensa observada na infeccdo por pneumococo, com ativagdo do sistema
complemento e producdo de citocinas (Dawson, 2004).

Além da capsula, diversas proteinas desempenham papel importante na adesdo e na
doenca invasiva (Watson et al., 1995; Mitchell e Andrew, 1997).

A pneumolisina (Ply) é uma enzima citoplasmética produzida por todos os isolados
clinicos de S. pneumoniae, que apresenta multiplas funcBes: ativa o sistema complemento,
estimula a apoptose das células do hospedeiro, atua como citolisina (CDC), ligando-se ao
colesterol da membrana plasmética do hospedeiro e formando poros (Price e Camilli, 2009).

A autolisina € uma enzima responsavel pela degradacdo do peptideoglicano de parede
celular levando a lise das células bacterianas. A amidase LtyA é uma enzima pertencente ao
grupo das autolisinas, que atua direta e indiretamente na patogénese da infeccdo pneumocdcica.
O aumento desse componente de parede celular induz intensa atividade inflamatéria (Tuomanen,
1999).

A proteina C de superficie pneumocaocica (PspC) interage com o fator H (Dave et al.,
2004; Quin et al., 2005) uma proteina plasmatica reguladora do complemento que liga C3b, e é
capaz de competir com o fator B e deslocar Bb da convertase, além de atuar como um cofator
para o fator I, na conversao de C3b para iC3b (Janulczyk et al., 2000; Krushkal et al., 2000; Jarva
et al., 2003; Rodriguez et al., 2004). PspC também atua como adesina, devido a sua capacidade
de ligar-se ao receptor polimérico de Imunoglobulina (plgR), levando a migracdo do pneumococo
através do epitélio da nasofaringe (Zhang et al., 2000).

A proteina de superficie pneumococica A (PspA) € um fator de viruléncia exposto,
sorologicamente varidvel e presente em todos isolados de pneumococos, com uma massa
molecular que pode variar entre 67 e 99 KDa (Briles et al., 2000b). PspA atua como inibidor da
ativacdo de complemento mediada por fator B in vivo (via alternativa) e como inibidor da

deposi¢do de C3b e seu processamento (degradacdo das cadeias a e ) in vitro (Ren et al., 2004a).
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Os pneumococos também desenvolveram mecanismos de resisténcia as penicilinas,
alterando as transpeptidases existentes na parede celular, sendo que toda a alteracdo de sintese de
proteinas ligadoras de penicilina é mediada cromossomicamente. Essas alteracdes sdo decorrentes
da substituicdo de segmentos de cromossomo por fragmentos provenientes de outras espécies de

estreptococos, utilizando plasmideos (Tomaz, 2000).

1.4 PspA e Pneumolisina como candidatos vacinais contra S. pneumoniae.

PspA € um fator de viruléncia exposto, composto por quatro dominios distintos: uma
regido N-terminal rica em a-hélices e altamente carregada, que compreende a porcdo funcional de
PspA e projeta-se para fora da capsula; uma regido rica em residuos de prolina; uma regido de
ligagdo a colina, responsavel pela fixacdo da proteina a superficie da bactéria, e uma cauda C-
terminal hidrofébica curta (Gor et al., 2005; Jedrzejas et al., 2001; Briles et al., 2000b).

A regido N-terminal, contém a maior parte dos epitopos imunogénicos (McDaniel et al.,
2004) e é capaz de proteger camundongos contra o desafio invasivo com pneumococos virulentos
(revisado por Tai, 2006). A carga negativa na extremidade N-terminal esta implicada na redugdo
de deposicao da proteina de complemento C3b na superficie bacteriana, resultando na inibicdo de
opsonofagocitose da bactéria, mediada pela via alternativa do complemento (Ren et al., 2004b;
Jarva et al., 2003; Tu et al., 1999).

A regido N-terminal foi subdivida nas porgdes A, A’ e B, através de estudos de
alinhamento de sequéncias de PspAs distintas. Dentre estas, a regido B, também conhecida como
“regido definidora de clado” (CDR), apresentou padrao de variagdo mais previsivel, servindo
como base para a classificacdo de PspA em 3 familias, subdivididas em 6 clados, de acordo com

o grau de identidade, conforme a figura 01.

Familia 1 Familia 2 Familia 3

Clado 1 Clado 2 Clado3 Clado4 Clado5 Clado 6

Figura 01: Quadro de classificacdo dos clados e familias de PspA segundo o grau de identidade
(Hollingshead et al., 2000).
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Entre familias, a diferenca de identidade nesta regido é superior a 45%, e entre clados,
20% (Hollingshead et al., 2000). As PspAs de familias 1 e 2, especialmente os clados 1 a 4, s&o
predominantes em todo o mundo (Vela et al., 2001; Mollerach et al., 2004; Beall et al., 2000);
no Brasil, estdo presentes em 99% dos isolados clinicos (Brandileone et al., 2004; Pimenta et al.,
2006).

A principal funcdo de PspA esta relacionada a sua capacidade de inibir a deposi¢do de
proteinas do complemento na superficie bacteriana, uma caracteristica observada nas moléculas
de familias 1 e 2 (Ren et al., 2003). Estudos utilizando pneumococos PsSpA negativos
demonstraram que esta proteina é importante para a viruléncia da bactéria, e que a viruléncia esta
relacionada a capacidade de interagir com o sistema complemento; enquanto 0s mutantes PspA-
negativos sdo avirulentos em camundongos selvagens, sua viruléncia é retomada em animais
knock-out (KO) deficientes nos componentes iniciais da cascata do complemento (Ren et al.,
2004a).

PspA tem se mostrado imunogénica e protetora em diversos modelos animais (Tai, 2006).
Apesar da significativa variacdo em sua estrutura, a imunizacdo com a porcdo N-terminal de
PspA, das diferentes familias e clados é capaz de induzir anticorpos com reatividade cruzada
(Briles et al., 2000a, Tart et al., 1996; Nabors et al., 2000).

O grau de reatividade cruzada entre PspAs é variavel (Nabors et al., 2000). Foi
demonstrado que moléculas de PspAs de familias diferentes induzem anticorpos com capacidades
distintas de reconhecimento de moléculas heterdlogas (Darrieux et al., 2008; Moreno et al.,
2010). A variabilidade no reconhecimento também esta presente em proteinas do mesmo clado.
Um estudo de variabilidade entre PspAs de familia 1 identificou dois fragmentos recombinantes,
PspA245 e PspA94, capazes de induzir anticorpos com ampla reatividade cruzada dentro desta
familia (Goulart et al., 2011). No entanto, estas moléculas ndo foram capazes induzir anticorpos
que reconhecessem PspAs de familia 2, sugerindo que uma vacina mais abrangente necessitaria
conter PspAs de ambas familias.

Estudos demonstraram que a utilizacdo de vacinas hibridas, contendo PspA das duas
familias predominantes, tanto na forma de DNA como proteina, sdo capazes de aumentar o
espectro de protecdo em relacdo aos fragmentos isolados (Darrieux et al., 2007; Miyaji et al.,

2002). Estes resultados sugerem que as proteinas quiméricas constituem uma estratégia vacinal
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eficaz, capaz de fornecer cobertura equivalente a de formulagdes contendo multiplos antigenos
(Ren et al., 2004b).

Humanos naturalmente infectados ou colonizados com S. pneumoniae produzem
anticorpos anti-PspA que podem ser detectados no soro e nas secre¢des de mucosa (Briles et al.,
2004). Estas dados demonstram que PspA é expressa durante o curso da infeccdo e é facilmente
acessivel ao sistema imune (Swiatlo e Ware, 2003). Além de seu potencial protetor comprovado
em modelos animais, PspA ja foi utilizada com sucesso em um ensaio clinico de fase | (Briles et
al., 2000c).

Diferentes estudos sugerem que o papel protetor de PspA enquanto candidato vacinal
envolve o bloqueio da inibicdo sobre o sistema complemento (Yuste et al., 2005); assim, a
imunizacdo com PspA resulta na producéo de anticorpos capazes de ativar a via classica, atraves
da porcdo Fc, e a via alternativa, pela inativacdo das funcdes de PspA, levando a um aumento na
deposi¢do de C3 na bactéria e “clearance” pelo sistema imune (Ren et al.; 2004b, Darrieux et al.,
2008; Goulart et al., 2011).

Outro fator de viruléncia pneumococico com potencial vacinal é a pneumolisina (Ply),
inicialmente descrita como uma proteina citoplasmatica liberada pela autdlise das celulas
bacterianas sob acdo da autolisina (Johnson, 1977; Mitchell et al., 1997). Contrariando esse
modelo, Briles e colaboradores mostraram que Ply é liberada em sobrenadantes de cultura in vitro
mesmo na auséncia de LtyA (Balachandran et al., 2001). Um trabalho mais recente utilizando
técnicas de fracionamento mostrou que Ply estd localizada na parede celular em mudltiplos
sorotipos de pneumococo (Price e Camilli, 2009); no entanto, 0 mecanismo de transporte da Ply
através da membrana citoplasmatica e, subsequente exportacdo para 0 meio extracelular ainda
ndo foram esclarecidos.

A Pneumolisina € uma citotoxina ativada por tiol (Berry et al., 1995), que apresenta
inimeros efeitos inflamatorios e intensa atividade hemolitica. Durante a sua conversdo a partir de
um mondmero soltvel nas membranas de células do hospedeiro, a pneumolisina sofre uma série
de mudancas estruturais, que levam a formagio de um anel com 260 A de didmetro, composto
por aproximadamente quarenta subunidades do monémero, contendo quatro regides de dominio,

conforme descrito na figura 02 (Tilley et al., 2005).
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Figura 02 - Representacdo em fita da estrutura da pneumolisina, contendo quatro dominios
enumerados. As trés hélices pequenas (verde claro) no dominio 3, junto ao dominio 2, dobram-se
para formar a estrutura em grampo B na membrana durante a formagao de poros (Shepard et al.,
1998). A estrutura em azul na forma de circulo no dominio 4 auxilia a formacdo dos poros; em
vermelho no dominio 4 esta representada a estrutura responsavel por ligar-se ao colesterol da
membrana; em amarelo também no dominio 4 € responsavel pela ativacdo do complemento
(Gilbert et al., 1999).

A pneumolisina reconhece e liga-se ao colesterol presente nas membranas de células
eucaridticas, pela interacdo do dominio 4 da proteina, onde sofre oligomerizacdo, como mostrado
na figura 03; uma vez inserida na membrana celular, os dominios 2 e 3 sofrem uma
transformacdo conformacional formando poros que levam a lise celular (Bhakdi et al., 1988;
Rossjohn et al., 1997; Nakamura et al., 1998).
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Figura 03 - Posicdes de dominio é mostrada no mondémero soluvel (a), em compara¢do com 0
anel isolado (conformacdo subunidade montado a estrutura helicoidal [b]) e para o oligdmero
ligado & membrana (c). Os dominios sdo numerados e coloridos como na Figura 01. A posicgao de
dominio 3 em (b) é esquematicamente indicado pelo contorno tracejado, como é a mudanca
conformacional (c). Modelos parciais oligdmero sdo mostrados no espaco de enchimento formato
livres (d) e ligado (e) anéis (Gilbert et al., 1999).

Estes aglomerados causam poros na membrana que levam a lise celular, causando intensa
reacdo inflamatoria. Dessa forma, os oligbmeros sdo considerados os responsaveis pela atividade
citolitica da toxina e também pelas atividades imunomodulatdrias (Hirst et al., 2004; Kadioglu et
al., 2004).

A anélise da pneumolisina evidenciou que no dominio 4 da regido C terminal da toxina
(aminoacidos [aa] 427-437), que inclui o residuo de cisteina — [aa] 428¢é fundamental para a
citotoxicidade. Por este motivo a cisteina é conservada entre outros membros da familia de
citotoxinas ativadas por tiol. A substituicdo de um Unico aminoacido nesta regido pode reduzir a
toxidade em até 99,9% (Boulnois et al., 1991; Saunders et al., 1989).

Ply também interfere nas funcdes especificas do sistema imunoldgico, inibindo a
atividade bactericida de neutrofilos, o “burst” respiratorio em leucdcitos polimorfonucleares (com
liberacdo de TNF-a e NO), a proliferagdo de linfocitos, ¢ a sintese de anticorpos (Johnston et al.,
1981; Paton et al., 1983). Pode aumentar o processo inflamatorio pela ativacdo de complemento,
pela ruptura do epitélio e pela estimulacdo da producgéo de citocinas (TNF e IL-1B) (De Velasco
etal., 1995).
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A pneumolisina é capaz de ativar diretamente a via cléssica do Sistema Complemento na
auséncia de anticorpos especificos (figura 02), interagindo com C1q, devido a sua similaridade
com a proteina C reativa. Outra acdo simultanea da pneumolisina é a reducdo da atividade
opsonizante do soro, devido a sua habilidade de ligar-se a por¢do Fc da imunoglobulina G
humana (Paton et al., 1984; Mitchell et al., 1991; Rossjohn et al., 1998).

A especificidade do sitio ativo da pneumolisina na interacdo com a imunoglobulina G é
evidenciada quando hd uma mutacdo neste dominio (Asp385 — Asn), que inibe a interagdo com
IgG e suprime a ativacdo do complemento (Mitchell et al., 1991).

Estudos tém demonstrado que a Ply € reconhecida pelo sistema imunoldgico através de
uma interacdo especifica com TLR4, e estd envolvida diretamente na resposta imune inata
desencadeada pelo pneumococo (Malley et al., 2003; Bernatoniene et al., 2008). Esta
caracteristica confere a Ply um potencial para atuar como adjuvante, permitindo o direcionamento
de resposta adaptativa pela interagdo com componentes especificos da imunidade inata.

Devido a elevada toxicidade da Ply na forma nativa, sua utilizagdo como componente
vacinal deve necessariamente incluir a producdo de formas detoxificadas, que mantenham as
caracteristicas imunogénicas, sem causar a lise celular. Diversas moléculas detoxificadas,
produzidas por métodos quimicos ou por mutagénese sitio dirigida, foram geradas e avaliadas
quanto & imunogenicidade e toxicidade, com resultados variaveis (Berry et al., 1995).

Em geral, a presenca de um maior nimero de muta¢des reduz o potencial toxico, com
concomitante reducdo na imunogenicidade. Uma proteina contendo apenas a mutacdo Trp-433-
Phe manteve 0,1% da propriedade citotoxica (Berry et al., 1995), enquanto uma ply carregando a
mutacdo Asp-385-Asn aboliu a atividade de ativagdo de complemento, conforme descrito
Mitchell et al., (1991)

Uma mutacdo Cys-428 por Gly foi descrita como PdA (Paton et al., 1991); um mutante
duplo, denominado PdB, contendo uma substituicdo de Cys para Gly na posicdo 428 e outra de
Trp para Phe na posicdo 433, apresentou 0,001% da atividade hemolitica da proteina nativa
(Saunders et al., 1989); finalmente, um mutante triplo, o PdT incluindo as duas mutagdes citadas
anteriormente mais a troca de uma Asp para Asn na posi¢do 385, apresentou inativacdo completa
das propriedades citolitica e de ativacdo de complemento (Berry et al., 1995).

Embora a mutagdo Asp385 — Asn no PdT reduza a propriedade de ativacdo do
complemento de pneumolisina para niveis indetectaveis, a capacidade de ligar a regido Fc de 1gG
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ndo é completamente extinta (Mitchell et al., 1991). Porém, a imunizacdo com PdB induz niveis
significativamente mais elevados de anticorpos do que PdT, o que sugere que a manutencdo de
uma maior atividade citotoxica residual pode ser importante para a resposta imune induzida por
pneumolisoides (Ferreira et al., 2006).

Paton et al. (1991) relatou diferencas na imunidade protetora de pneumolisdides,
mostrando que imunizacdo com o toxoide PdB (Trp-433 para Phe) foi capaz de provocar uma
protecdo significativamente maior dos camundongos contra um desafio, do que a imunizacao
pneumocdcica intraperitoneal com PdA (428 Cys para Gly).

PdB mostrou-se protetora também em modelos de pneumonia e sepsis, quando
administrada juntamente com PspA (Ogunniyi et al., 2000); de forma semelhante, PdT
coadministrada a PSpA desencadeou uma resposta imune independente de anticorpos e protetora
contra colonizagdo da nasofaringe (Basset et al., 2007). Estes dados reforcam o potencial vacinal
de formulag6es contendo ambas as proteinas.

Outro mutante descrito por Berry et al.(1995) contendo uma Unica mutagdo na posi¢do
367, a troca de uma His por uma Arg, bloqueava a capacidade de oligomerizacdo da toxina na
membrana celular, reduzindo a toxicidade para cerca de 0,02% em comparacdo com a proteina
nativa, porém sem afetar o dominio de interacdo com o sistema complemento. Esta mutacao foi
selecionada, no presente trabalho, para produzir dois tipos de mutantes de Ply: um Pd produzido a
partir do isolado D39, e outro a partir do pneumococo 472/96. Este segundo contém uma
substituicdo natural de um &cido aspartico por uma asparagina na posicdo 380 (Ferreira et al.,
2006), regido previamente descrita por abolir a ativacdo do complemento (Mitchell et al., 1991).

Estes mutantes foram fusionados geneticamente aos fragmentos codificante da porgdo N-
terminal de PspA 245 (clado 1), produzindo duas proteinas hibridas, 245-PdD39 e 245-Pd472. Os

mutantes e hibridos foram avaliados quanto a inducdo de anticorpos em camundongos.
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2. OBJETIVO GERAL

e Investigar o potencial imunogénico de fusdes incluindo dois antigenos de pneumococo,

Pneumolisina e PspA, em camundongo.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a producdo de anticorpos anti-PspA e anti-Pneumolisina em camundongos
imunizados com proteinas hibridas;

e Comparar 0s niveis de anticorpos obtidos pela imunizagdo com os hibridos e com as

proteinas isoladas;

e Comparar a producdo de anticorpos ap6s imunizacdo com formas detoxificadas de

pneumolisina contendo uma ou duas mutacoes;

e Avaliar o efeito de doses consecutivas das proteinas recombinantes sobre a resposta
imune induzida.
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3. METODOLOGIA

3.1 Aspectos éticos

O presente projeto foi aprovado pelo comité de ética em pesquisa animal da Universidade
Sdo Francisco. Foram utilizados 40 camundongos BALB/C, com idade entre 5 e 7 semanas,
provenientes do Centro de Bioterismo — UNICAMP. Os animais foram alojados no biotério da
Universidade S&o Francisco e permaneceram por um periodo de adaptacdo de no minimo 5 dias
até o inicio dos experimentos. Durante 0s experimentos, 0s animais tiveram livre acesso a agua e
alimento e permaneceram com um ciclo claro-escuro de 12/12 horas. Os animais foram mantidos

em gaiolas coletivas.

3.2 Proteinas recombinantes

Os mutantes detoxificados de pneumolisina (pneumoliséides), PdD39 e Pd472, foram
obtidos por mutagénese sitio dirigida através de reacfes de PCR consecutivas a partir de cultivos
de pneumococo, conforme protocolo adaptado de Higuchi et al., (1988) e Ho et al., (1989). Os
genes resultantes foram clonados em vetor de expressdo em procariotos, pAE-6xHis, e as
proteinas, produzidas em E. coli BL21DE3 (Goulart et al., manuscrito em preparacéo).

Os hibridos foram obtidos pela fusdo génica do fragmento codificante da porcdo N-
terminal de PspA245 a vetores pAE contendo 0s genes mutantes, atraveés de extremidades
coesivas obtidas pela digestdo com enzimas de restricdo apropriadas (Goulart et al., manuscrito
em preparacao).

As proteinas de fusdo foram produzidas e purificadas de forma semelhante a descrita para

0s pneumolisoides.
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3.3 Esquema de imunizagéo

Camundongos BALB/C foram imunizados pela via subcutanea com rPspA, Pd472,
PdD39 sozinho (5 pg/dose) ou um dos hibridos 245/Pd472 ¢ 245-PdD39, em um esquema de 3
doses consecutivas em intervalos de 15 dias, utilizando Alum (50pg/animal/dose) como
adjuvante. O grupo controle recebeu apenas Alum. Quatorze dias ap6s cada imuniza¢do, uma

amostra de 100 puL de sangue foi coletada por puncdo retro orbital, conforme demonstrado na

figura 04:
»
Al 18 Sangria 23 Sangria 33 Sanar
BALBIc, = -“U . 33853 gria
| LI Ll |
128 Dose 28 Dose 34 Dose

Figura 04 — Esquema da sequéncia de imunizacdo pela via subcutanea e consecutivas coletas
através da sangria por puncdo retro orbital.

3.4 Avaliacéo da producédo de anticorpos

A inducdo de anticorpos especificos para rPspA, PdD39 e Pd472 foi avaliada por ELISA.
A concentragdo de anticorpos foi calculada a partir de curva padréo utilizando 1gG (Sigma).

Placas de 96 pocos foram incubadas a 4 °C por 16 horas com 1 ug/mL/poco de rPspA,
PdD39 ou Pd472 (volume final de 100uL por pogo) em solugdo tampédo carbonato-bicarbonato
(pH 9,6). Apds incubacédo, as placas foram lavadas por trés vezes com 200uL/poco de uma
solugéo de PBS acrescida de Tween 20 (pH 7,2; concentracdo 0,05% de T20) e blogueadas com
uma solucéo de leite desnatado Molico® 10% (m/V) diluida em PBS, incubada 200uL/pogo, por
30 minutos a 37 °C, e a sequir, lavadas quatro vezes com PBS-T20 (pH 7,2).
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Diluicdes seriadas de soro ou salina (a partir de 1:20) foram adicionadas as placas em
BSA-PBS-T 1% (m/V), e estas foram incubadas a 37 °C por 1 hora e meia. Ap6s as quatro
lavagens, realizou-se uma nova incubacdo da placa com 100uL/pogo de uma solucdo de
anticorpos anti-lgG (Sigma), de camundongo produzidos em cabra diluidos (1:10000) em
PBS/BSA a 1% por 1 hora. Em seguida as placas foram lavadas quatro vezes com PBS-T20 e
incubadas por mais 1 hora, com anticorpo de coelho anti-imunoglobulina de cabra conjugado
com peroxidase na concentragdo de (1: 20000) diluido em PBS-BSA 1% 100uL/pogo.

As placas foram reveladas pela adigdo de 100 puL de uma solucdo contendo 8 mg de o-
fenilenodiamina (OPD) em 20 mL de uma solucdo tampéo citrato/fosfato (pH 5,0) na presenca de
10 uL de H,0, 30% (V/V). A reacdo foi interrompida pela adigao de 50 pulL de H,SO4 4 mol/L. A

absorbancia foi medida a 492 nm.

3.5 Determinagao de anticorpos 1gG1 e 1gG2a

A determinacdo de subclasses IgG1l e IgG2a especificos (Kit Sigma), foi obtida pela
sensibilizacdo das placas MaxiSorb com 1ug/mL (100 pL/poco) das proteinas Pd472 e PdD39
em tampdo carbonato/bicarbonato (pH 9,6; 100uL/pogo) “overnight” a 4°C. Para as curvas-
padrdo, foram utilizadas diluigdes seriadas de 1gG1 ou IgG2a (Southern Biotech) partindo-se da
concentragdo inicial de 2 pg/mL. Apds a incubacdo, as placas foram lavadas trés vezes com PBS-
Tween 20 (pH 7,2; 0,05%) e bloqueadas com PBS 10% leite Molico® desnatado. As amostras de
soro foram adicionadas nas concentracfes 1:40 e 1:100, respectivamente e, diluidas serialmente.
Seguiu-se nova incubacéo por lhora.

Ap0s as quatro lavagens, foram adicionados 100uL/pogo de anticorpo secundério de cabra
anti-lgG1 ou anti-lgG2a de camundongo, na concentracdo de 1:10000, diluido em PBS-BSA 1%.
Apbs nova incubacdo de 1h e lavagens, foi adicionado anticorpo de coelho anti-IgG de cabra
conjugado com peroxidase na concentracdo de 1:20000, diluido em PBS-BSA 1% (100uL/pogo).
Seguiu-se a ultima incubacdo das placas por 1h. Apds seis lavagens, a reagdo colorimétrica foi
feita pela adicdo de 100uL/pogo de uma solucdo substrato contendo 0,5 mg/mL OPD (Sigma),
0,0015% de H,0O, em tampao &cido citrato/fosfato, pH 5,0. A reacéo foi bloqueada pela adigéo de
50ul/pogo de H,SO,4 4M e, a absorbancia determinada a 492 nm. Os valores das densidades
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opticas (DO) foram convertidos em ug/mL baseando-se em curvas de concentragdes dos
anticorpos-padréo, 1gG1 e IgG2a.

3.6 Analise Estatistica
Para verificacdo de diferenca entre médias dos grupos, foi realizado o teste t de Student
para amostras independentes, analise de variancia (ANOVA) e o programa GraphPad Prism 5 for

Windows nos casos em que o0 ANOVA revelou diferenca significante. Foi considerado p < 0,05
para rejeicdo da hipotese de nulidade.
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4. RESULTADOS
4.1 Efeito de imunizagdes consecutivas sobre a producéo de anticorpos

Os grupos de camundongos BALB/C foram imunizados pela via subcutanea com trés
doses de rPspA, Pd472 ou PdD39 isolados (5 pg/dose),co-administrados ou um dos hibridos
245Pd472 e 245PdD39. A inducdo de anticorpos especificos para PspA, PdD39 e Pd472, foi
avaliada por ELISA apos cada imunizacédo (Figuras 05 a07).
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Figura 05 — Andlise da producdo de anticorpos 1gG contra rPspA, Pd472 e PdD39 apds uma, duas
e trés imunizagbes. Os soros de camundongos imunizados com Pd472 (a), PdD39 (b) ou rPspA
(c), foram analisados por ELISA (*** p<0,001; ** p<0,01).
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A analise da figura 05 mostra que, de maneira geral, 0s pneumolisoides Pd472 e PdD39
foram menos imunogénicos do que rPspA, induzindo a producdo de niveis mais baixos de
anticorpos especificos em todas as doses. No entanto, estes anticorpos foram capazes de
identificar ambas as proteinas Pd472 e PdD39.

Com relagdo ao efeito de doses consecutivas, observa-se um aumento nos niveis de
anticorpos a cada dose (booster), é possivel observar também que, nos animais imunizados com
Pd472, ndo houve um aumento significativo na producao de anticorpos comparando-se a primeira
e segunda dose vacinal (figura 5, comparacéo entre graficos a e b para o coating com Pd472).
Para o grupo injetado com PdD39, embora seja possivel observar um aumento na producéo de
anticorpos ap0s a segunda imunizacdo, esse ndo foi significativo em relacdo a primeira dose
(figura 5, comparacdo entre graficos a e b para o coating com PdD39). Apo6s a terceira
imunizacdo, é possivel observar um aumento expressivo nos niveis de anticorpos contra Pd472,
nos dois grupos imunizados com os pneumolisdides. Também se observa um aumento dos
anticorpos anti-PdD39, que foi mais expressivo no grupo imunizado com este pneumolisoide.

Nos animais imunizados com rPspA, € possivel verificar um aumento de cerca de 90
vezes nos niveis de anticorpos entre a primeira e a segunda imunizacao (figura 5c), um resultado
muito superior ao observado nos grupos injetados com os pneumoliséides. Este efeito foi
intensificado ap06s a terceira dose vacinal, onde foi verificada a producdo de 45mg/mL de
anticorpos especificos.

A figura 6 mostra a producdo de anticorpos nos grupos imunizados com o0s antigenos
combinados. Os soros de camundongos imunizados com 0s co-administrados 245+Pd472 e
245+PdD39 foram capazes de reconhecer todas as proteinas de interesse rPspA, Pd472 e PdD39.
Na primeira sangria, 0s grupos imunizados apresentaram niveis de anticorpos semelhantes contra
os pneumoliséides Pd472 e PdD39. Apobs a segunda dose das formulacBes, embora seja possivel
observar um discreto aumento nos niveis de 1gG nos pneumoliséides PdD39, ndo houve diferenca
estatistica em relacdo a primeira dose para nenhum dos grupos Pd472 e PdD39. No entanto, para
a PspA houve um aumento significativo (p<0,001) para ambas formulacgdes.

Apbds a terceira dose dos antigenos, 0s animais imunizados apresentaram um aumento
muito significativo na quantidade de anticorpos contra todos os grupos (p<0,001), semelhante ao

observado nos grupos imunizados com as proteinas isoladas.
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Figura 06 — Analise da producdo de anticorpos IgG contra o pneumoliséide Pd472, PdD39 e
rPspA, ap6s uma, duas e trés imunizagBes com os antigenos combinados. Os soros de
camundongos imunizados com co-administrados245+Pd472 (a) e 245+PdD39 (b) foram
analisados por ELISA (*** p<0,001).

A Figura 07 mostra o nivel de anticorpos produzidos pelos hibridos contra as proteinas
rPspA, Pd472 e PdD39. De forma semelhante ao observado na imunizagdo com o0s co-
administrados (figura 06), os niveis de anticorpos sdo bastante superiores contra a rPspA. Da
mesma forma, os anticorpos produzidos pelos hibridos foram capazes de reconhecer todas as
proteinas de interesse.

Entre a primeira e segunda dose, embora seja possivel observar um aumento nos niveis de
anticorpos nos grupos imunizados contra PdD39, ndo houve diferencas significativas. Em relagéo
a rPspA, no entanto, houve um aumento significativo (p<0,001).

Para os pneumolisdides Pd472 e PdD39, apenas apos a terceira dose, foi observado um
aumento significativo nos niveis de anticorpos (p<0,001 para rPspA, Pd472 e PdD39 (figura 07
(@) e p< 0,01 para PdD39 (figura 07 (b) em relacéo a segunda dose). Comparando-se 0s niveis de
anticorpos produzidos pelos hibridos 245Pd472 e 245PdD39, ndo se observa diferencas
significativas em nenhuma das doses avaliadas.
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Figura 07 — Andlise da producdo de anticorpos IgG contra o pneumolisdide Pd472, PdD39 e
rPspA, apos uma, duas e trés imunizacdes com as proteinas hibridas. Os soros de camundongos
imunizados com os hibridos 245Pd472 (a) e 245PdD39 (b) foram analisados por ELISA (***
p<0,001; **p<0,01).

4.2 Reatividade cruzada entre os anticorpos anti-Pd

O reconhecimento cruzado dos anticorpos gerados contra PAD39 e Pd472 foi avaliado por
ELISA, apo6s 3 imunizacBes com as proteinas isoladas, co-administradas ou fusionadas a PspA.
Os resultados desta analise sdo mostrados na figura 08.

A andlise da figura 08 revela que, para o coating com Pd472, a imunizacdo com o hibrido
PdD39 induziu niveis de anticorpos significativamente superiores aos antigenos co-
administrados, mas ndo aos pneumolisoides isolados. Também, o grupo imunizado com PdD39
isolado apresentou niveis elevados de anticorpos contra as proteinas co-administradas, nao
havendo diferencas significativas entre os demais grupos (Figura 08 (a)).

Para o coating com PdD39, a imunizacdo com 245PdD39 gerou niveis de anticorpos
superiores ao pneumolisdide Pd472 e as proteinas co-administradas, enquanto o grupo imunizado
com 245Pd472 apresentou niveis superiores apenas aos do grupo que recebeu Pd472 isolado.
Estes resultados sugerem que os hibridos foram capazes de induzir anticorpos contra os dois
pneumolisoides, enquanto a co-administragdo das proteinas teve um efeito deletério.
Comparando-se os anticorpos induzidos contra os dois pneumoliséides, ndo houve diferencas

significativas em nenhum dos grupos avaliados (Figura 08, (a) e (b)).
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Figura 08 — Anélise da reatividade cruzada dos anticorpos com Pd472 e PdD39. Os soros de
camundongos imunizados com os pneumolisoides isolados, co-administrados ou fusionados a
rPspA foram analisados por ELISA contra as proteinas recombinantes, Pd472 (A) e PdD39 (B)
(*** p<0,001;**p<0,01; *p<0,05 para comparacao entre hibridos e fragmentos).

4.3 Reatividade dos anticorpos contra a proteina PspA recombinante

Uma vez determinado o reconhecimento dos pneumoliséides pela imunizacdo com as

diferentes formulacGes, foi investigada a capacidade dos anticorpos induzidos de reconhecer o

outro componente vacinal, PspA. Para tanto, soros de animais imunizados com rPspA isolada,

hibrida ou co-administrada aos pneumoliséides foram avaliados por ELISA contra rPspA. Os

resultados sdo mostrados na figura 09.
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Figura 09 — Analise da producéo de anticorpos 1gG contra rPspA apds trés imunizacdes. Os soros
de camundongos imunizados com PspA isolada, fusionada ou co-administrada aos
pneumolisoides foram analisados por ELISA contra rPspA (*** p<0,001; * p<0,05; para
comparacao entre hibridos e fragmentos).

Dentre as formulag6es avaliadas, os grupos imunizados com os hibridos apresentaram 0s
niveis mais elevados de anticorpos especificos contra PspA, que foram significativamente
superiores a proteina isolada ou co-administrada aos pneumoliséides. Ndo houve diferencas

significativas nos niveis de anticorpos entre os dois hibridos.

4.4 Isotipagem de anticorpos anti-IgG1 e 1gG2a de camundongos.

Uma vez determinados nos niveis de 1gG total induzidos pela imunizagdo com as
diferentes formulacdes, foi realizada a isotipagem dos subgrupos 1gG1 e 1gG2a, e determinagéo
da razdo entre eles. Os resultados desta analise sdo mostrados na figura 10.

De maneira geral, a imunizagdo com os pneumolisoides induziu niveis semelhantes de
IgG1 e 1gG2a (uma razéo proxima de 1). Com excecdo do soro anti-Pd472, em todos 0s grupos,
os niveis de IgG1 foram iguais ou inferiores aos de 1gG2a. Interessantemente, a proporc¢ao 1gG1 x

IgG2a para o soro anti-Pd472 foi invertida no coating com PdD39. Os soros que apresentaram
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maior diferenga na produgdo de 1gG2a em relagdo a 1gG1 foram o anti-Pd472 reagindo contra
PdD39, anti-245-PdD39 x Pd472 e 0 anti-245 + Pd472 x PdD39.
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Figura 10 - Andlise da producdo de anticorpos IgG1 e 1gG2a contra os pneumoliséides PdD39 (a)
e Pd472 (b). Os soros de camundongos imunizados com os pneumolisoides sozinhos, hibridos ou
co-administrados a PspA245 foram analisados por ELISA contra as proteinas recombinantes.
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5. DISCUSSAO

O Streptococcus pneumoniae é um importante patdgeno humano, causador de otite média,
pneumonia, sepse e meningite. Causando elevadas taxas de mortalidade e morbidade no mundo,
especialmente em grupos de alto risco, como criangas menores de dois anos de idade, os idosos e
imunodeprimidos (Paton et al., 1991; McCullers e Tuomanen, 2001).

Embora existam vacinas anti-pneumocdcicas, elas possuem duas grandes deficiéncias:
primeiro seu elevado custo de producéo e segundo sua cobertura limitada aos diferentes sorotipos
do pneumococo, tornam pouco viavel sua utilizacio em larga escala nos paises em
desenvolvimento. Assim, a busca por novas alternativas é prioridade em todo mundo.

Uma alternativa para as vacinas de polissacarideos sdo 0s antigenos protéicos do
pneumococo (Paton, 1998). As mais promissoras sao: PspA e Pneumolisina (Ogunniyi et al.,
2007).

Estudos demonstram que os anticorpos contra pneumolisina neutralizam suas atividades
citotoxicas e blogueiam a ativacdo do complemento pela pneumolisina in vitro. Pneumolisina é
altamente conservada e produzida por praticamente todas as cepas invasivas do S. pneumoniae
(Saukkoriipi et al., 2002; Kaijalainen et al., 2002; Cima-Cabal et al., 1999). Assim, 0 uso da
pneumolisina como um antigeno vacinal pode superar a especificidade das vacinas contendo
polissacarideos.

Uma vez que a habilidade de ativar a imunidade inata é caracteristica de moléculas com
propriedades adjuvantes, acredita-se que Ply pode ter um efeito adjuvante quando utilizada em
conjunto com PspA, promovendo uma resposta imune forte contra ambas proteinas.

Diferentes estudos sugerem que o papel protetor de PspA enquanto candidato vacinal
envolve o bloqueio da inibicdo sobre o sistema complemento (Yuste et al., 2005); assim, a
imunizacdo com PspA resulta na producdo de anticorpos capazes de ativar a via classica, através
da porcdo Fc, e a via alternativa, pela inativagao das fungdes de PspA, levando a um aumento na
deposi¢do de C3 na bactéria e “clearance” pelo sistema imune (Ren et al.; 2004, Darrieux et al.,
2008; Goulart et al., 2011).

A prevencdo de doencas pneumocdcicas baseia-se principalmente na producdo de
anticorpos que neutralizam a atividade de fatores de viruléncia, ativam o sistema complemento

ou auxiliam na “clearance” pelo sistema imune (Ren et al.; 2004b).
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Anticorpos para PspA e pneumolisina podem agir em conjunto para aumentar a
quantidade de complemento depositado sobre a superficie bacteriana, levando ao clearance
bacteriano por fagocitose (Kobzik et al., 1999).

No presente trabalho, foi avaliado o potencial imunogénico de formulagbes contendo o
fragmento N-terminal de PspA, que inclui a maior parte dos epitopos imunogénicos da molécula
(McDaniel et al., 1994) e dois mutantes detoxificados da pneumolisina, denominados PdD39 e
Pd472. O PdD39 apresenta apenas uma mutacdo His-367-Arg, que reduz o potencial hemolitico,
agora o Pd472 contém, além desta mutacdo induzida, uma substituicdo natural de um acido
aspartico por uma asparagina na posicdo 380, regido previamente descrita por abolir a ativacdo do
complemento.

Os mutantes e hibridos foram avaliados quanto a inducdo de anticorpos em camundongos
e analisados por ELISA. Os resultados sugerem que as formas detoxificadas da pneumolisina
mantiveram suas propriedades imunogénicas, sendo capazes de induzir a producdo de anticorpos
reativos contra ambas as proteinas Pd472 e PdD309.

Os resultados demonstram também que em alguns casos, os hibridos apresentaram titulos
mais elevados de anticorpos do que aqueles induzidos pelas proteinas isoladas, sugerindo que a
fusdo ndo alterou significativamente a estrutura das proteinas, mantendo suas caracteristicas
imunogénicas, o que possibilitou a produgdo de anticorpos contra os dois pneumoliséides e um
possivel efeito sinergico.

Este efeito sinérgico é corroborado pela razdo de anticorpos IgG1l/lgG2a. A subclasse
IgG2a ¢ particularmente melhor na promocao da opsonizacdo pela sua capacidade de interagir
com proteinas do sistema complemento (Wilson el al., 1994). Estudos tém demonstrado que a
presenca de niveis aumentados de 1gG2a potencializa a ativagcdo do sistema complemento in
vitro, podendo aumentar o clearance bacteriano pelo sistema imune (Ferreira et al., 2008).

As diferentes subclasses de 1gG humana tem uma grande similaridade as de
camundongos, a IgG1 e IgG3 humana e IgG2a e 1gG2b camundongo apresentam propriedades
semelhantes na fixacdo de complemento e ligacdo a antigenos protéicos. IgG4 humana e IgG1l
camundongo sdo similares na sua propriedade de se fixarem a mastocitos (Hussain et al., 1995).

Briles et al., (1981) afirmaram que a subclasse 1gG1 é predominante em respostas contra
antigenos protéicos tanto em humanos como em camundongos. Portanto, quando observamos 0s

hibridos serem capazes de induzir a producdo de IgG1 em niveis maiores que os pneumolisoides
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isolados ou co-administrados, podemos sugerir que a resposta determinada por antigenos
protéicos nos hibridos ocorreu gracas ao sinergismo entre os fragmentos fusionados.

A subclasse 1gG2a ¢ muito importante em modelos animais, sendo esta a principal
subclasse na deposicdo de complemento, a defesa contra infeccdo pneumocdcica € amplamente
dependente da opsonizacdo da bactéria por anticorpos sorotipos-especificos e complemento.
Desta forma a eficacia dos hibridos é demonstrada na habilidade significativa de ativacdo dos
anticorpos 1gG2a. A razdo lgG1l/IgG2a dos anticorpos induzidos pelas imunizacdes foram
préximas a 1,0 sugerindo a producéo de anticorpos fixadores de complemento.

Trabalhos demonstram que um aumento na producdo de 1gG2a em relacdo a 1gG1l
promove uma maior deposicdo de complemento, mesmo quando o0s niveis totais de anticorpos
sdo menores (Ferreira et al., 2008). Estes resultados foram obtidos a partir da imunizacdo de
camundongos com a vacinas de DNA e outros utilizando mutantes detoxificados de ply na forma
de proteinas recombinantes, demonstrando que os niveis de anticorpos IgG total eram maiores em
camundongos imunizados com as proteinas recombinantes. Observou-se também que houve um
predominio de anticorpos IgG1 para proteinas recombinantes e nos demais grupos ocorreu uma
quantidade balanceada de anticorpos 1gG1 e 1gG2a, entretanto, as proteinas recombinantes ou
vacinas de DNA demonstraram habilidades semelhantes para mediar a deposicdo de
complemento. Embora seja possivel observar que ambas imunizacfes sdo capazes de conferir
uma protecdo contra um desafio, a imunizagdo com vacinas de DNA mostrou uma resposta
qualitativa superior, por induzir uma razdo IgG1/1gG2a equilibrada, apresentando assim uma
mediacdo mais eficiente na deposicdo do complemento.

Diversos estudos sugerem que PspA e ply induzem protecdo contra sepse e pneumonia
(Kobzik et al., 1999). Também foi demonstrado que a co-administracao destes antigenos é capaz
de ampliar os efeitos de cada proteina isolada. Um estudo com mutante detoxificado de ply e
PspA co-administrados mostrou que esta formulacdo pode aumentar a protecdo contra uma
variedade ampla de cepas, quando comparado com a imunizacéo feita por antigenos isolados. Os
resultados de experimentos de protecdo passiva sugerem um papel importante dos anticorpos
neste modelo, uma vez que os camundongos que receberam soros co-administrados tiveram um
tempo de sobrevivéncia significativamente maior do que 0s soros com proteinas isoladas
(Ogunniyi et al., 2000). De forma semelhante, Hamel et al., (2004) mostrou que a combinacéo de

PspA e PdB foi capaz de induzir protecdo contra desafio intraperitoneal com um isolado virulento
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de pneumococo sorotipo 6A, enquanto PdB isolada ndo protegeu neste modelo (Ogunniyi et al.,
2007).

A combinacéo de PspA e PdB também se mostrou protetora em modelo de pneumonia em
camundongos, reduzindo o numero de unidades formadoras de coldnias no pulmdes em 110
vezes do que o alcangado com PspA isolada e 1100 vezes do que o obtida com PdB isoladamente
(Ogunniyi et al., 2003).

Um estudo mais recente avaliando as respostas da mucosa para antigenos protéicos
fusionados a Ply demonstrou que estas formulacdes séo capazes de induzir uma producao rapida
de anticorpos tanto no sangue quanto na superficie da mucosa (Douce et al., 2010). Em
particular, a fusdo das proteinas recombinantes PsaA e Ply induziu elevados niveis de anticorpos
antigeno-especificos. No entanto, esta resposta imune foi insuficiente para proteger os animais
contra a infec¢do local ou sistémica contra varias cepas de S. pneumoniae.

Em conjunto, os resultados sugerem que vacinas hibridas contendo PspA e mutantes
detoxificados de pneumolisina representam uma estratégia vacinal promissora, capaz de induzir a
producdo de elevados niveis de anticorpos contra os dois componentes vacinais e proporcionar
uma imunizacdo equilibrada capaz de agir sinergicamente na promoc¢do da opsonizacdo e,

consequentemente, da eliminagdo da bactéria pelo sistema imune.
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6. CONCLUSAO

e Vacinas hibridas contendo PspA e pneumolisoides detoxificados promoveram a indugéo

de elevados niveis de anticorpos em camundongos;

e Em alguns casos, as vacinas hibridas mostraram-se superiores as proteinas co-

administradas, sugerindo um possivel efeito sinergistico;

e A razdo IgGl/lgG2a dos anticorpos induzidos pelas imunizacbes foi equilibrada,
sugerindo que a producdo anticorpos foram capazes de agir sinergicamente na promogao
da opsonizacdo e reforcar o sistema complemento, um mecanismo importante na

eliminacdo do pneumococo pelo hospedeiro.
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