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RESUMO

Introducdo. O Streptococcus pneumoniae, mais conhecido como pneumococo, € uma
bactéria gram-positiva e encapsulada, possuindo mais de 90 sorotipos conhecidos. O
pneumococo causa doengas como: pneumonia, meningite, sepse e otite média aguda.
Embora existam vacinas disponiveis, todas sdo baseadas em antigenos polissacaridicos
(conjugadas ou nao), tornando-as de alto custo e baixa cobertura. Objetivo. O presente
trabalho tem como objetivo avaliar o potencial imunogénico e a capacidade protetora da
proteina ribossomal L31 recombinante em modelo murino, visando a producdo de uma
vacina a base de antigenos protéicos conservados. Metodologia. A escolha da proteina
ribossomal L31, se deu a partir de um estudo in silico realizado pelo Servico de Biologia
Molecular e Bioinformética da FUNED, onde foi feita a predicdo de possiveis antigenos
protéicos candidatos a vacina, tendo como principais caracteristicas, a exposicao na
superficie celular, a conservacéo entre os varios sorotipos e a possivel acdo como fator de
viruléncia. Assim, o gene que codifica a proteina ribossomal L31 foi amplificado do genoma
de S. pneumoniae, clonado no vetor de expressdo pET-21a e conferido por sequenciamento
de DNA. A proteina expressa em Escherichia coli foi purificada por cromatografia de
afinidade e sua imunogenicidade foi avaliada por Western blot, utilizando-se soros de
pacientes com diagnéstico de meningite e soro de coelho imunizado com a proteina L31.
Quatro experimentos distintos foram realizados envolvendo a imunizagdo de camundongos
com a proteina ribossomal L31 recombinante, a fim de avaliar: (1) a resposta humoral,
comparando as vias de administracdo; (2) a resposta humoral comparando adjuvantes; (3) a
producao de citocinas; e (4) bacteremia e a sobrevida ap6s o desafio com S. Pneumoniae.
Resultados. O gene foi amplificado e clonado com sucesso, sendo confirmado pelo
sequenciamento. A expressao e purificagdo da proteina L31 foram realizadas com éxito,
apresentando um bom rendimento apés a purificagdo. A proteina L31 purificada mostrou-se
imunogénica e foi capaz de conferir altos titulos de IgG1l em camundongos, mas néo foi o
suficiente para reduzir a bacteremia e induzir protecdo em camundongos desafiados com S.
pneumoniae. Conclusdes. Apesar da proteina ribossomal L31 recombinante ser
imunogénica e gerar a producdo de altos niveis de IgGl, ndo foi capaz de induzir a
protecdo. Sendo assim, a continuidade dos estudos sera realizada em busca de novos
antigenos protéicos, com a finalidade de avaliar sua imunogenicidade e capacidade

protetora.



ABSTRACT

Introduction. The Streptococcus pneumoniae, known as pneumococcus, is an encapsulated
gram-positive bacterium, possessing more than 90 known serotypes. Pneumococcus causes
diseases such as pneumonia, meningitis, sepsis and acute otitis media. While there are
vaccines available, all are based on polysaccharide antigens (conjugated or not), making
them high cost and low coverage. Objective. This study aims to evaluate the immunogenic
potential and protective capacity of ribosomal protein L31 recombinant in murine model,
aimed at producing a vaccine based on the conserved protein antigens. Methodology. The
choice of ribosomal protein L31, occurred from an in silico study conducted by the
Department of Molecular Biology and Bioinformatics at FUNED. It, was made the prediction
of possible protein antigens vaccine candidates based on the next features: the exposure on
the cell surface, the conservation between the various serotypes and the possible virulence.
Thus, the gene encoding ribosomal protein L31 was amplified from the genome of S.
pneumoniae, cloned in expression vector pET-21a and confirmed by DNA sequencing. The
protein expressed in Escherichia coli was purified by affinity chromatography and its
immunogenicity was evaluated by Western blot using sera of patients with meningitis and
rabbit serum immunized with the protein L31. Four distinct experiments were performed
involving immunization of mice with ribosomal protein L31 recombinant, to evaluate: (1) the
humoral response, comparing the pathway of administration; (2) humoral response
comparing adjuvant; (3) cytokine production; and (4) bacteremia and survival after challenge
with S. pneumoniae. Results. The gene was amplified and cloned successfully, confirmed by
sequencing. Expression and purification of the protein L31 were performed with success,
with a good yield after purification. The purified protein L31 proved to be immunogenic and
was able to confer high titers of IgG1 in mice, but it was not enough to reduce bacteremia
and induce protection in mice challenged with S. pneumoniae. Conclusion. Although the
ribosomal protein L31 recombinant proved its immunoreactivity and induced high levels of
IgG1, it was not able to induce protection. Thus, others studies will be conducted in search of

new protein antigens, to evaluate the immunogenicity and protective capacity.



1 INTRODUCAO

1.1 O MICRORGANISMO: Streptococcus pneumoniae

O Streptococcus pneumoniae, mais conhecido como pneumococo, € uma bactéria
gram-positiva e encapsulada. Apresenta morfologia de diplococos ou em cadeias curtas,
que coloniza as mucosas do trato respiratério superior humano, podendo coexistir com a
microbiota normal, sem causar qualquer sintoma (Velasco et al. 1995; Sociedade Brasileira
de Imunizagdes, 2008).

O S. pneumoniae é transmitido por contato direto com secre¢des respiratorias, sendo
considerado um microrganismo de importante causa de morbidade e mortalidade no mundo.
O pneumococo causa doengas que atingem o trato respiratorio e o cérebro, classificadas
em: doencas pneumocdcicas invasivas (pneumonia bacterémica, meningite, sepse) e néo
invasivas, consideradas mais leves, mas de grande peso econémico e social que incluem
sinusite, otite média aguda, conjuntivite e bronquite (Bridy-Pappas et al. 2005; Rudan et al.
2008; Zaidi et al. 2009; WHO(A), 2012; Portal da Saude - Ministério da Saude(A), 2012).
Alguns grupos como os de criangas, idosos e individuos imunocomprometidos sdo mais
susceptiveis a invasdo do pneumococo (Centers for disease control and prevention, 2008).

Ha mais de 90 sorotipos conhecidos de S. pneumoniae, e apenas alguns sorotipos
tendem a estar associados a doenga invasiva. Os sorogrupos mais comuns em todo o
mundo sdo 6, 14, 19 e 23, mas alguns sorogrupos, como 1, 5 ou 8, contribuem muito para a
doenca pneumocdcica invasiva em criangas nos paises em desenvolvimento (Johnson et al.
2010; WHO(A), 2012). As cépsulas polissacaridicas, que consistem em cadeias de
monossacarideos que envolvem a bactéria, sdao o principal fator de viruléncia desse
microrganismo. Essas capsulas podem variar em composi¢do e tamanho, sendo a base da
diferenciacédo sorologica do S. Pneumoniae (Bentley et al. 2006; Hyams et al. 2010).

Como esquematizado na Figura 1, a superficie do pneumococo consiste de trés
estruturas distintas: membrana citoplasmatica, parede celular e capsula polissacaridica. Na
membrana citoplasmatica estdo inseridas as moléculas de acido lipoteicéico (antigeno F),
contendo residuos de fosfocolina (ChoP). A parede celular apresenta a insercdo de

moléculas de acido teicoéico (polissacarideo C), ancorando diversas proteinas de superficie.
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Figura 1. Esquema da estrutura do pneumococo.
Fonte: Swiatlo & Ware, 2003 (modificado).

1.2 TRATAMENTO E PROFILAXIA

As doencas pneumocdcicas séo tratadas com B-lactamicos (penicilina G, amoxilina,
cefalosporina), fluoroquinolonas respiratérias, macrolideos e vancomicina, sendo a penicilina
a droga de primeira escolha (Mandell et al. 2007). Entretanto, o tratamento vem se tornando
mais dificil devido ao aumento do nimero de cepas resistentes aos antibiéticos, um grave e
crescente problema em todo o mundo por comprometer a eficacia terapéutica, o que
aumenta a importancia da prevencao da doenca via vacinacao (FIOCRUZ, 2012).

A vacinacdo é a forma mais eficiente de prevenir as doengas pneumococicas em
criangas. Também é responsavel por diminuir a transmissdo da bactéria entre a populagéo
de forma geral, diminuindo a ocorréncia de doencas em todas as idades devido a protecéo
da populacdo infantil (protecéo indireta). Os idosos sdo os maiores beneficiados com a
imunizagdo indireta, que proporciona a reducdo do numero de infeccbes e mortes
ocasionadas pelos pneumococos nos maiores de 65 anos (FIOCRUZ, 2012).

Assim, € importante determinar os sorotipos locais e os padrfes de resisténcia a
antibidticos de isolados de S. pneumoniae, a partir de criangas com doenca pneumocécica
invasiva (DPI), a fim de proporcionar evidéncia e orientagdo para o uso de vacinas e
antibioticos (Liu et al. 2013).



1.3 EPIDEMIOLOGIA

A incidéncia de doenca pneumocécica invasiva em qualquer populacdo é afetada
pela localizacdo geogréfica, estacdo do ano, prevaléncia do sorotipo, idade e situacdo
vacinal (Robinson et al. 2001). No Brasil, os dados obtidos com a investigacao laboratorial
de cepas invasivas de pneumococo ho ambito do projeto SIREVA (Vigilancia Epidemioldgica
de S. pneumoniae na América Latina), sabe-se qual a prevaléncia dos sorotipos de
pneumococos isolados de doencas invasivas em diferentes regibes geograficas. De acordo
com os resultados apresentados por Brandileone (1999), os 15 sorotipos prevalentes em
1.069 criancas com menos de seis anos de idade, no periodo de 1993-1998, com doencas
invasivas no Brasil foram os seguintes: 14(24,7%), 1(10,3%), 6B(10%), 18C(7,9%), 5(6,5%),
6A(5,4%), 23F(5,2%), 19F(4,5%), 9V(4,2%), 19A(3,2%), 3(2,3%), 4(1,6%), 10A(1,6%),
8(1,4%) e 7F (0,7%). Juntos, 0s outros sorotipos responderam por 10,5% dos casos.

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), estima-se que 1,6 milhdes de
Obitos anuais estdo relacionados com infec¢cdes pneumocdcicas, 0 que inclui nesta
estimativa as mortes de 700.000-1.000.000 de criangas menores de cinco anos (WHO(B),
2012). De acordo com estudos publicados no site da OMS, 156 milhGes de novos casos de
pneumonia ocorrem por ano em criangas com menos de cinco anos de idade, dos quais 9%
necessitam de hospitalizacdo. Nessa estimativa, o Brasil aparece na lista dos quinze paises
com maior taxa de novos casos anuais (Rudan et al. 2008).

A Organizacdo Panamericana de Saude, apos andlise dos dados epidemiol6gicos
publicados entre 1990 e 2006 referente a America Latina e Caribe, constatou a ocorréncia
de 1.261.348 casos de otite média aguda, 268.432 casos de pneumonia, 3.918 casos de
meningite e 1.229 casos de septicemia, resultando em mais de 18.000 6bitos anuais,
tornando as doencas pneumocécicas um problema de saude publica (Sabin Vaccine
Institute, 2007). Um estudo realizado em 2010 mostra as principais causas de morte em
criangas menores de cinco anos no mundo, apresentando um destaque para 0s casos de

pneumonia (Fig.2).
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Figura 2. Distribuicdo global de mortes entre criangcas menores de cinco anos.
Fonte: UNICEF, 2012.

Os estudos ressaltam que esses numeros sdo certamente subestimados devido a
escassez de estudos epidemiolégicos de qualidade que, na grande maioria, ndo incluem
adultos e idosos, e também ao fato das doengas causadas pelo pneumococo ndo serem

tratadas com a devida importancia.

1.4 HISTORICO DAS VACINAS UTILIZADAS CONTRA S. pneumoniae

Na primeira década do século XX, iniciaram esfor¢cos para desenvolver uma vacina
anti-pneumococo que levaram ao licenciamento da primeira vacina baseada nhas
propriedades antigénicas dos polissacarideos da capsula. No entanto, a introducédo da
penicilina e outros antibidticos destacaram a acao terapéutica em detrimento da profilaxia
(Fedson & Musher, 2004).

O crescente aumento de resisténcia aos antibioticos voltou a chamar atencéo para

profilaxia e, na década de 80, foi licenciada uma nova vacina, composta de 23 antigenos



polissacaridicos, a Pneumovax (PPV-23). Esta vacina apesar de ter a vantagem de amplo
espectro, possui uma desvantagem caracteristica das vacinas polissacaridicas, a de
estimular uma resposta T-independente, gerando uma imunidade de curta duracdo e sem
inducdo de memdria imunoldgica. Por isso, ela ndo é recomendada para criangas menores
de dois anos, exatamente a faixa etaria de maior risco de infec¢do, por ndo responder
adequadamente aos antigenos T-independentes (Fedson & Musher, 2004; Kadioglu et al.
2008).

Diante das limitacbes da vacina polissacaridica PPV-23, surgiram as vacinas
conjugadas que contém sete, dez, ou treze sorotipos de pneumococos. Estas vacinas séo
licenciadas para criancas de até cinco anos de idade. Em 2000, Pneumovax foi substituida
pela primeira vacina conjugada Prevnhar 7 (PCV-7) contra 0 pneumococo, que inclui os
polissacarideos capsulares de sete sorotipos (4, 6B, 9V, 14, 18C, 19F e 23F), conjugados
individualmente a uma variante nao toxica da toxina diftérica (Black et al. 2000). Em 2009,
Synflorix 10 (PCV-10) foi licenciada na Europa e esta disponivel em muitas partes do mundo
para uso em criangas de 6 semanas a 2 anos. Além dos sorotipos da PCV-7, a vacina 10-
valente inclui os sorotipos 1, 5 e 7F, que também garantem certa protecdo contra as
infeccbes ndo invasivas, principalmente a otite média aguda. O Ministério da Saude, por
meio do Programa Nacional de imunizac¢des (PNI), incluiu em marco de 2010 a vacina PCV-
10 no calendario de vacinacgao infantil brasileiro (WHO(C), 2012; Portal da Saude - Ministério
da Saude(A), 2012; Portal da Saude - Ministério da Saude(B), 2012). Foi aprovada em 2010
nos Estados Unidos a Prevnar (PCV-13), que inclui os sorotipos da PCV-10 mais os
sorotipos 3, 6A e 19A. Ao contrario da vacina polissacaridica, as vacinas conjugadas séo
imunogénicas em criancas menores de dois anos de idade. A conjugacdo de
polissacarideos a proteinas carreadoras muda a natureza da resposta imune de T-
independente para T-dependente, 0 que resulta em excelente resposta em lactentes e
inducdo de memoria imunolégica (Eskola et al. 2004; WHO(C), 2012).

Além da baixa cobertura oferecida, diante dos mais de noventa sorotipos existentes,
foi demonstrado que o uso da vacina conjugada induz uma redistribuicdo dos sorotipos, isto
€, 0 aumento da colonizagdo ou infeccdo com sorotipo até entdo pouco frequente e ndo
incluidos na vacina. A emergéncia de sorotipos menos comuns tera tendéncia a aumentar
em frequiéncia nos proximos anos diminuindo a eficiéncia da vacina existente (Huang et al.
2005; Singleton et al. 2007). Outro problema é o alto custo dessas vacinas conjugadas,
representando consideravel dispéndio para o0 governo brasileiro que incorporou
primeiramente a vacina conjugada PCV-7 e logo substituiu pela PCV-10 no Programa
Nacional de Imunizagfes. Consequentemente, o desenvolvimento de uma vacina nacional e

de menor custo, proporcionaria grande economia de recursos.



1.5 VACINAS BASEADAS EM ANTIGENOS PROTEICOS CONSERVADOS

As razbes apresentadas acima apontam a necessidade de se desenvolver uma
vacina baseada em antigenos conservados independente dos sorotipos e de baixo custo.
Malley e colaboradores (2001) mostraram, em modelo animal, que a imunizacdo com
pneumococo sem capsula, morto pelo calor, foi capaz de proteger contra o desafio com uma
cepa encapsulada. Esse importante resultado redirecionou a pesquisa para desenvolver
uma vacina que substituisse antigenos polissacaridicos por protéicos.

As proteinas de superficie sdo fortes candidatas a vacina, pois, como estdo mais
expostas, sdo mais facilmente apresentadas ao sistema imunoldgico. Ao longo dos anos,
varios antigenos protéicos foram avaliados quanto a viruléncia e o seu potencial como
vacina. Estudos mostraram que algumas dessas proteinas demonstraram eficacia como
imundgenos em modelos animais. Wu e colaboradores (1997) avaliaram o potencial da
proteina PspA, e constataram que a imunizacao intranasal em camundongos foi capaz de
proteger contra o desafio com S. pneumoniae em modelo de sepse e pneumonia. Os
estudos com a proteina PspA avancaram, e ela mostrou-se segura e altamente imunogénica
na fase | de testes clinicos em humanos (Briles et al. 2000; Nabors et al. 2000).Varias outras
proteinas apresentaram-se como bons imunégenos e com capacidade de induzir protecao, -
pelo menos parcial - em modelo animal, tais como PspC, SrtA, PiaA, PiuA, PsaA e ClpP
(Talkington et al. 1996; Balachandran et al. 2002; Jomaa et al. 2006; Cao et al. 2008;
Gianfaldoni et al. 2009). Portanto, as proteinas pneumocécicas de superficie vém se
destacando como promissoras candidatas a vacinas. Em contraste aos antigenos
polissacarideos, essas proteinas séo conservadas a todos os sorotipos de S. pneumoniae, e
atualmente, as mais atraentes séo a PspA e a PspC, devido ao seu potencial em estimular a
producao de anticorpos opsonicos (Kadioglu et al. 2008; Frolet et al. 2010).

Os estudos citados acima direcionam as pesquisas para a busca de uma vacina
protéica baseada ndo apenas em uma proteina, e sim, em uma combinacdo das mesmas,
tendo em vista que os estudos dessas proteinas individualmente mostraram uma protecéo
parcial. Um estudo em modelo animal de pneumonia, avaliou trés proteinas (PspA, PsaA e
Pneumolisina), individualmente e aos pares, revelando que a combinacdo entre PspA e
pneumolisina, apresentaram uma melhor protecdo (Briles et al. 2003). Estas duas proteinas,
também em combinacdo, ja tinham mostrado um potencial de protecdo em modelo de sepse
(Ogunniyi et al. 2000). Cada vez mais antigenos protéicos vém sendo utilizados em
combinacdo. Como exemplo, Ogunniyi e colaboradoes (Ogunniyi et al. 2007) avaliaram as
proteinas pneumolisina, PspA, PspC, PhtB e PhtE individualmente e em combinacdes de
até trés proteinas em modelo de sepse, mostrando que o grupo de camundongos que

apresentou maior sobrevida apds o desafio, foi o que recebeu combinacao de pneumolisina,
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PspA e PspC. Por fim, os dados de estudos com animais sugerem que, antigenos protéicos
podem ser menos potentes do que o0s polissacarideos capsulares quando utilizados
individualmente, mas sdo sinérgicos em combinacao, indicando que uma vacina a base de
proteinas pode exigir varios antigenos combinados para ser eficaz (Cao et al. 2007; Moffitt &
Malley, 2011).

1.6 A BIOINFORMATICA NA BUSCA DE ANTIGENOS PROTEICOS

A era genbmica possibilitou novas abordagens na busca de antigenos protéicos
candidatos a vacina. O acesso aos genomas completos de microorganismos, associado ao
desenvolvimento de poderosos softwares que permitem a identificacdo de fases de leitura
aberta (ORFs), a determinacdo da localizag&o celular, da viruléncia e imunogenicidade das
proteinas codificadas abriram grandes perspectivas na area da vacinologia, permitindo a
identificacdo de dezenas de potenciais antigenos simultaneamente.

Um critério importante para uma proteina ser considerada um antigeno é a sua
localizacdo celular. De fato, proteinas restritas ao citoplasma ndo sao consideradas bons
imundgenos, ao contrario das proteinas secretadas ou associadas a superficie celular,
estando mais acessiveis ao reconhecimento por anticorpos. Em 2001, um primeiro trabalho
baseado na investigacdo computacional de uma cepa de S. pneumoniae do tipo 4 conseguiu
identificar 130 ORFs com caracteristicas de proteinas de superficie. Destes, 108 ORFs
foram clonadas, expressas e analisadas como candidatas a vacina. Algumas mostraram
protecdo razoavel em camundongos num modelo letal de septicemia, fornecendo a prova
que o conceito de predicdo in silico € uma ferramenta valida para pesquisa na area de
vacina (Wizemann et al. 2001). Viratoysim e colaboradores (2008), utilizando uma
combinacgdo de programas computacionais preditivos da localizagéo celular, foram capazes
de identificar 114 provaveis proteinas secretadas e 63 provaveis proteinas de membrana de
Leptospira interrogans, que poderdo ser investigadas como novos alvos para tratamento ou
desenvolvimento de vacina.

Outro critério é o papel das proteinas na patogenicidade do microorganismo
estudado. Até o momento, as Vvarias proteinas de superficie do S. pneumoniae que foram
descritas como imundgenos estdo associadas a adesdo e colonizacdo das mucosas ou
penetracdo e invasdo de tecido do hospedeiro (Adamou et al. 2001; Dave et al. 2004; Hirst
et al. 2008). Recentemente, Garg & Gupta (2008) desenvolveram um programa capaz de
predizer com 80% de certeza se uma determinada proteina estd envolvida em mecanismos
de viruléncia. Alem disso, varios outros programas foram desenvolvidos para identificar,
dentro de uma sequéncia protéica, epitopos capazes de se ligar nas moléculas do Complexo

de Histocompatibilidade (MHC) ou nas imunoglobulinas dos linfécitos B, dando assim um
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indicativo da imunogenicidade destas proteinas (Manzalawy et al. 2008; Feldhahn et al.
2008).

Tendo em vista que Varios genomas de S. pneumoniae estdo disponiveis e que as
ferramentas de bioinformética estdo cada vez mais robustas, foi realizado um estudo
anterior pelo Servico de Biologia Molecular e Bioinformatica da FUNED, onde foi feito uma
triagem de todos os genomas de S. pneumoniae disponiveis, cruzando as informagdes de
varios tipos de programas computacionais, para identificar possiveis antigenos protéicos
conservados entre 0s varios sorotipos (Carvalho et al. 2010).

De um modo geral, a ferramenta mais utilizada para determinar a localizacao celular
de uma proteina € o algoritmo pSORT (Protein Subcellular Localization Prediction) (Nakai
and Horton, 1999). O programa classifica uma proteina como possivelmente “secretada”,
“‘membrana plasmatica”, “citoplasmatica” ou “desconhecida”, baseado principalmente na
busca do peptideo sinal presente na extremidade N-terminal de uma proteina de superficie.
As categorias “citoplasmatica” e “desconhecida” sdo entdo frequentemente descartadas
para busca de novos antigenos. No entanto, tem sido descrito recentemente, proteinas sem
peptideo sinal presentes na superficie de varios microorganismos (Chhatwal, 2002). E um
novo algoritmo, o Secretome P (Bendtsen et al. 2004), foi desenvolvido no intuito de
identificar essas proteinas. Consequentemente, no trabalho desenvolvido na Funed, duas

estratégias, resumidas no esquema abaixo, foram utilizadas:
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Figura 3. Esquema das duas estratégias de bioinformatica.

Resumidamente, os genomas de S.pneumoniae disponiveis no GenBank foram
submetidos ao programa pSORT. Na primeira estratégia, como candidatos foram
selecionadas proteinas de membrana celular e membrana citoplasmatica. O software
SignalP foi utilizado para predizer a presenca de um peptideo sinal nas proteinas
selecionadas. Essas sequéncias foram alinhadas entre si com o programa BLASTp para
obter o nivel de conservagéo entre elas. As proteinas com o nivel de conservagéo de 100%
foram utilizadas como entrada para o software VirulentPred para predizer o potencial de
viruléncia das mesmas. Como resultado final, 7 proteinas com peptideo sinal classico foram
apontadas como sendo de superficie e possivelmente virulentas, sendo assim escolhidas
como candidatos a uma vacina.

Na segunda estratégia, como candidatos foram selecionadas proteinas
citoplasmaticas e proteinas desconhecidas. Essas sequéncias foram alinhadas entre si com
o programa BLASTDp, sendo selecionadas as proteinas com o nivel de conservacao entre 98

e 100%. Em seguida, o software SecretomeP foi utilizado para predizer as proteinas
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secretadas de forma nédo classica, ou seja, que ndo possuem um peptideo sinal. Dando
continuidade, as proteinas preditas pelo SecretomeP, foram usadas como entrada para o
software VirulentPred para predizer o potencial de viruléncia dessas proteinas. Como
resultado final, 17 proteinas foram apontadas e escolhidas como candidatos a uma vacina.

No presente trabalho cinco antigenos protéicos selecionados pelas ferramentas de
bioinformatica, na segunda estratégia, foram clonados e testados quanto a expressao e
purificacdo. Diante desses testes apenas a proteina ribossomal L31 apresentou um bom
rendimento. Entdo, com o foco nessa proteina, o trabalho se propds em avaliar a
imunogenicidade e a capacidade protetora da mesma visando o desenvolvimento de uma
vacina.

Considerando o interesse da FUNED, sua capacidade instalada para producéo, e a
necessidade de melhorar e ampliar a producdo de vacinas no pais, a proposta deste
trabalho € de grande relevancia, e poderia trazer duas vantagens em relagdo a vacina
conjugada atualmente disponivel. Primeiro, uma vacina baseada em antigenos protéicos
conservados permitiia uma ampla cobertura independentemente dos sorotipos de S.
pneumoniae circulantes no pais. E, segundo, uma vacina de tecnologia nacional

apresentaria um menor custo.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o potencial imunogénico e a capacidade protetora da proteina ribossomal L31

recombinante em modelo murino de infecgcdo com S. pneumoniae.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Obtencdo do gene da proteina ribossomal L31 pela técnica de PCR, a partir do DNA

gendmico de S. pneumoniae;

Clonagem do gene da proteina ribossomal L31 no plasmideo pET-21a e expressdo em E.
coli da linhagem BL21(DE3);

Purificacdo da proteina ribossomal L31 recombinante por meio da cromatografia de

afinidade;

Avaliagdo da resposta humoral e celular dos camundongos imunizados com a proteina

ribossomal L31 recombinante;

Determinacdo da bacteremia e sobrevida dos camundongos imunizados com a proteina

ribossomal L31 recombinante e desafiados com S. pneumoniae.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 OBTENCAO DO DNA GENOMICO DE Streptococcus pneumoniae

O DNA gendmico do sorotipo 14 de S. pneumoniae foi fornecido pelo Servico de
Doencas Bacterianas e Fungicas da Diretoria do Instituto Octavio Magalhdes (FUNED). Um
isolado clinico de S. pneumoniae foi cultivado em meio complexo de Agar Sangue. Apés a
semeadura, as placas foram incubadas a temperatura de 35°C, na presenca de 5 a 10% de
CO, entre 24 e 38 horas. O DNA genémico foi extraido utilizando um kit comercial (Bacteria
Genomicprep Mini Spin Kit, GE Healthcare) seguindo o protocolo recomendado pelo
fabricante e, logo em seguida, armazenado a -20°C.

3.2 AMPLIFICACAO DO GENE QUE CODIFICA A PROTEINA RIBOSSOMAL L31

A sequéncia do gene que codifica a proteina ribossomal L31 de S. pneumoniae foi
obtida através do banco de dados disponivel no National Center for Biotechnology
Information (NCBI).

A amplificacdo por PCR (Polymerase Chain Reaction) do fragmento de DNA de
243pb contendo a sequéncia codificadora do gene L31 foi realizada a partir do DNA
gendbmico de S. pneumoniae sorotipo 14. Para isto, dois iniciadores foram desenhados
contendo um sitio artificial de restricdo (Nde | e Xho I) em cada extremidade (Tabela 1).

Para um volume final de 25uL por reacdo foi utilizado, 0,25uL ou 1u de Taq
polymerase (Fermentas), 2,5uL de tampéo 10 X (Fermentas), 0,5uL do mix de dNTPs 10mM
(Fermentas), 2L de MgCl, 25mM (Fermentas), 2uL de cada iniciador na concentracdo de
5pMoles/pL, 5uL (180ng) de DNA molde e 10,75uL de H,O nuclease free. As condi¢des
utilizadas na amplificacdo foram: primeira desnaturagéo a 94°C durante 5 minutos, seguida
por 35 ciclos de desnaturacdo a 94°C durante 30 segundos; anelamento dos iniciadores a
55°C por 30 segundos; extensdo a 72°C durante 45 segundos; e extensdo final por 7
minutos a 72°C.

A amplificacdo do gene foi analisada por eletroforese em gel de agarose 1%. A partir
do produto da amplificaco foi feito a purificagdio do DNA por meio do Kit illustra™ GFX™
PCR DNA and Gel Band Purification (GE) de acordo com as especificacdes do fabricante. A
concentracdo e a pureza do DNA purificado foram entdo estimadas através da leitura em

espectrofotbmetro a 260nm.

14



Tabela 1: Iniciadores utilizados na amplificacdo do gene L31

INICIADORES SEQUENCIA

Senso: sitio de restricdo Nde | (sublinhado) 5 ACAGCATATGAAAAAAGATATCCATCC 3

Anti Senso: sito de restricdo Xho | (sublinhado) 5 TTCGCTCGAGTTTGAGACCGTATTTTTTGTT 3’

3.3 CLONAGEM DO GENE L31 NO SISTEMA pET-21a

O plasmideo pET-21a (Novagen) possui 5443pb, e como principais caracteristicas
apresenta: gene que confere resisténcia a ampicilina; um promotor forte, o T7 promoter de
bacteriéfago; uma cauda com 6 histidinas, que facilita tanto a purificagdo da proteina quanto
0 seu reconhecimento por Western Blot; e a presen¢a do operador lac com seu sistema de
inducdo por B-D-isopropil-tiogalactopiranosideo (IPTG) . Além disso, sua regido de
clonagem possui sitios para véarias enzimas de restricao, inclusive Nde | e Xho I, que foram

selecionadas para digestdo do plasmideo e do gene (Fig.4).
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Figura 4. Mapa e sitio multiplo de clonagem do plasmideo pET-21a. As setas indicam o promotor T7, a cauda de
histidina e os sitios de restricdo para as enzimas Nde | e Xho I.
Fonte: Novagen, 1998.

3.3.1 Digestéo enzimatica e purificacdo do gene L31 e do plasmideo pET-21a

Tanto para o gene L31 quanto para o plasmideo pET-21a foram feitas duas reacdes
de digestdo enzimaticas. Na primeira digestao foi utilizada a enzima Nde | (Fermentas). Em
seguida a qualidade da digestéo foi analisada por eletroforese em gel de agarose 1% e os

produtos da digestdo foram precipitados utilizando glicogénio. Depois foi realizada a
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segunda digestdo com a enzima Xho | (Fermentas) e uma nova precipitacao por glicogénio.

As condicfes das digestdes enziméticas estdo descritas na Tabela 2.

Tabela 2: Condi¢bes para digestdo enzimatica

REAGENTES QUANTIDADES
Gene / Plasmideo 25uL (2ug) / 12uL (2pg)
Enzimas Nde 1/ Xho | 1pL (10u)
Tampbes 10X O e R 3uL
H,O nuclease free g.s.p 30puL

Para realizacdo da precipitagdo com glicogénio, para cada 30uL do produto foram
adicionados 2L de acetato de amoénia 7,5M, 2uL de glicogénio 20mg/mL e 30uL de etanol
absoluto gelado. Os tubos contendo a amostra foram homogeneizados com pipeta e
incubados em gelo por 20 minutos. As amostras foram centrifugadas a 13000rpm a 4°C por
15 minutos, e o sobrenadante foi descartado cuidadosamente. Acrescentou-se 200uL de
etanol 70% gelado e as amostras foram centrifugadas a 13000rpm a 4°C por 10 minutos. O
sobrenadante foi descartado cuidadosamente e o precipitado incubado a 37°C por 30

minutos para evaporagdo completa do etanol.

3.3.2 Desfosforilacédo do plasmideo pET-21a

Apoés a realizacdo das duas digestdes e purificacdo dos produtos, o plasmideo pET-
21a foi desfosforilado com a enzima fosfatase alcalina de camardo (SAP, Shrimp Alkaline
Phosphatase) da Fermentas para evitar sua auto-ligacdo. A reacéo foi realizada de acordo

com as recomendacdes do fabricante.

3.3.3 Reacéo de ligacdo do plasmideo pET-21a ao gene L31

A reacao de ligacdo entre o plasmideo e o gene foi feita na propor¢éo aproximada de
1:10, sendo utilizado 150ng do vetor para 70ng do gene. A proporcao (Plasmideo / Gene) foi

calculada a partir da formula abaixo.
X (ng gene) =Y (pb gene) x Z (ng vetor) / Tamanho do vetor (pb) =——> 1:1

A reacdao foi realizada de acordo com recomendag¢des do fabricante (T4 DNA Ligase,

Promega).
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3.3.4 Preparo de células competentes de Escherichia coli da linhagem NM522

Uma pré-cultura foi preparada contendo 10uL de E. coli da linhagem NM522 em
5mL de meio de cultura LB Broth (Lennox, BioAmerica), e incubada a 37°C por 16 horas
sob agitacdo. Uma aliquota de 200uL dessa pré-cultura foi inoculada em 40mL de meio LB,
incubada com agitacdo a 37°C por aproximadamente 2 horas, até atingir uma densidade
Optica a 600nm (DOgy) entre 0,4 e 0,7. O meio de cultura contendo as bactérias foi
centrifugado a 3000rpm por 10 minutos a 4°C. Logo depois o sobrenadante foi descartado, o
precipitado ressuspendido em 20mL de CaCl, (50mM) gelado e incubado por 20 minutos em
banho de gelo. A suspensao foi centrifugada como descrito anteriormente e ressuspendida
em 2mL de CaCl, (50mM) gelado. As bactérias competentes foram mantidas em banho de

gelo por 1 hora até serem utilizadas na transformagéo.

3.3.5 Transformacéo de E. coli NM522 competente com plasmideo pET21-a/L31

A transformacéo bacteriana foi realizada com a adicdo de 5L do produto de ligacdo
- plasmideo pET-21a/L31 - em 100uL de células competentes e mantida em banho de gelo
por 30 minutos. O microtubo contendo as células competentes e o produto da ligagéo, foi
colocado em banho maria a 42°C por 90 segundos e logo apds em banho de gelo por 2
minutos. Depois foi acrescentado 500uL de meio LB e incubado com agitacdo a 37°C por 1
hora. Em seguida 200uL da transformacao foi semeada em placa de Petri contendo meio LB
agar (Lennox, BioAmerica) e ampicilina 100ug/mL. As placas foram mantidas em estufa a
37°C por 16 horas. Foram feitos um controle negativo contendo somente células
competentes sem adicdo de DNA e um controle positivo adicionando 100ng do plasmideo

pET-21a integro.

3.3.6 PCR de coldnias para selecéo dos clones positivos

Algumas col6nias foram selecionadas aleatoriamente e submetidas a PCR para
confirmacdo da incorporagdo do gene L31 ao plasmideo pET-21a. Para a realizacdo da
PCR, uma pequena porgéo de cada colbnia foi obtida com uma ponteira de 100uL. Essas
bactérias foram rompidas para liberacdo do DNA plasmidiano utilizando um tampao de lise
bacteriana (20mM Tris-HCI pH 8,0, 2mM EDTA, 1% de Triton X-100), aquecidas por 5
minutos entre 80°C e 90°C em banho de 6leo. Logo em seguida foram centrifugadas por 5
minutos a 6000rpm. A reacdo e as condi¢cdes para realizacdo da PCR foram as mesmas
descritas anteriormente, porém como DNA molde foi utilizado 5uL do sobrenadante da lise

bacteriana. A PCR foi analisada por eletroforese em gel de agarose 1%.
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3.3.7 Reacéo de sequenciamento

Os clones positivos confirmados pela PCR de col6nias foram inoculados em 10mL de
meio LB contendo ampicilina 100pg/mL e mantidos a 37°C sob agitagdo por 16 horas .
Aliquotas de 500uL - contendo glicerol na concentracao final de 20% - foram armazenadas a
-80°C. Com o restante dessas culturas contendo os clones positivos, foram feitas as
extracBes de DNA plasmidial utilizando o Kit (AxyPrep Plasmid Miniprep Kit, Axigen). Em
seguida foi feito um sequenciamento automatico baseado no método didesoxi, utilizando
uma marcacao fluorescente para cada ddNTP. A reacdo de sequenciamento foi feita com o
BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit utilizando o sequenciador automatico Abi31-
30 da Applied Biosystems seguindo as recomendacdes do fabricante. Na reacdo foram

utilizados os iniciadores do plasmideo pET-21a (Tabela 3).

Tabela 3: Iniciadores utilizados na reagédo de sequenciamento

INICIADORES SEQUENCIA

Senso: T7 Promoter 5 TAATACGACTCACTATAGGG 3

Anti Senso: T7 Terminator 5 TATGCTAGTTATTGCTCAG 3

3.3.8 Transformacgéao do plasmideo pET-21a/L31 em E. coli da linhagem
BL21(DE3)

O plasmideo pET-21a/L31 selecionado foi transformado em células BL21(DE3), uma
linhagem adaptada para expressdo. Esta linhagem possui um sistema de controle da
expressao por meio da inducdo com IPTG. As células competentes, a transformagéo e a

PCR de colbnias, foram realizadas como descrito anteriormente.

3.4 EXPRESSAO DA PROTEINA RIBOSSOMAL L31 RECOMBINANTE EM
BL21(DE3)

ApOs a transformacao do plasmideo pET-21a/L31 em E. coli (linhagem BL21), foram
escolhidos aleatoriamente algumas coldnias sendo submetidas a PCR para confirmacdo da
presenca do mesmo. Confirmada a presenca, um clone foi submetido a testes de expressao.

A partir desse clone foi feito uma pré-cultura em 5mL de meio LB contendo ampicilina
100pg/mL, a 37°C por 16 horas sob agitacdo. Seiscentos microlitros dessa pré-cultura foi
inoculados em 20mL de meio LB contendo ampicilina 100ug/mL, e incubada a 37°C por

aproximadamente duas horas sob agitacdo, até atingir uma DOgqo entre 0,4 e 0,7.
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A expressdo da proteina ribossomal L31 recombinante se deu através do
sistema de inducéo por IPTG, como mostrado na Figura 5. Apés atingir a DO desejada, uma
amostra de 1mL (T,) foi retirada da cultura e incubada novamente, e ao restante foi
adicionado o indutor IPTG na concentracdo de 1mM. Em intervalos de uma em uma hora
foram retiradas aliquotas de 1mL correspondendo aos tempos Ty, T,, T3z e T, que foram
centrifugadas a 6000rpm por 5 minutos. Essas aliquotas foram ressuspendidas em 100puL
de tampé&o de amostra 2X com reducéo (Tris-HCI 2,5mM pH 6,8; glicerol 5%; Dodecil Sulfato
de Sddio (SDS) 0,5%; B-mercaptoetanol 10%; azul de bromofenol 0,2%) e analisadas por
eletroforese em gel de poliacrilamida 15% (SDS-PAGE - Sodium Dodecyl Sulfate

Polyacrylamide Gel Electrophoresis) corado com Azul de Coomassie para avaliacdo da

expressao.
4 - A
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Figura 5. Esquema do sistema de inducao de expressdo em BL21 com plasmideo pET.
Fonte: Novagen, 2003.

3.4.1 Determinagéo da solubilidade da proteina ribossomal L31 recombinante

Apos a inducao por IPTG as células foram coletadas por centrifugagdo a 3000rpm. O
sobrenadante foi descartado e o precipitado armazenado a -20°C por 30 minutos. Logo apoés
0 precipitado foi deixado a temperatura ambiente por 10 minutos para ruptura das células.

Essas células foram ressuspendidas em tampédo de lise (Tris-HClI 50mM pH 8,0; EDTA
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2mM), sonicadas 3 vezes por 30 segundos e centrifugadas a 12000rpm a 4°C por 15
minutos para separacgéo das proteinas sollveis, presentes no sobrenadante, e as insoluveis
presentes no precipitado. A determinacdo da solubilidade foi analisada por eletroforese em
gel de poliacrilamida 15% (SDS-PAGE) corado com Azul de Coomassie.

3.4.2 Solubilizacdo da proteina ribossomal L31 recombinante com Uréia

Quatro tubos contendo o precipitado de proteinas coletado na etapa anterior (corpos
de inclusdo) em igual quantidade foram submetidos a testes de solubilizacdo com uréia.
Cada tubo foi ressuspendido na proporcdo 1:10 (tampdao:precipitado) em tampdo uréia
(Uréia; Tris-HCI 400mM pH 8,0; EDTA 2mM pH 8,0; NaCl 100mM) nas concentracdes de 2,
3, 4 e 5M respectivamente, ficando em repouso a temperatura ambiente por 30 minutos.
Logo apés o periodo de repouso, as amostras foram centrifugadas por 5 minutos a
14000rpm e o sobrenadante (proteinas solubilizadas) e o precipitado (proteinas insollveis)
analisados por eletroforese em gel de poliacrilamida 15% (SDS-PAGE) corado com Azul de
Coomassie.

3.5 PURIFICACAO DA PROTEINA RIBOSSOMAL L31 RECOMBINANTE

A proteina ribossomal L31 recombinante obtida foi purificada por meio da
cromatografia liquida de afinidade, no aparelho ACTA Purifier (GE). A coluna utilizada foi a
His Trap™ FF crude 1mL, e, como ligante foi utilizado sulfato de niquel (0,1M), que forma
um complexo com a cauda de histidina. Para ser aplicada na coluna, o sobrenadante
contendo as proteinas solubilizadas foi centrifugado a 14000rpm por 10 minutos e diluido na
propor¢do de 1:1 em tampéo start (Na,HPO, 1,39¢/L; KH,PO, 1,41g/L; NaCl 1M; Imidazol
10mM).

A coluna foi lavada com 10mL de agua destilada e equilibrada com 10mL de tampéo
start. Para cada corrida, 10mL do sobrenadante foram aplicados na coluna. Por meio de um
gradiente decrescente de tampdao start contendo uréia, a coluna foi lavada até que a
concentracdo de uréia chegasse a zero. A amostra foi eluida com gradiente crescente de
imidazol (Na,HPO, 1,39g/L; KH,PO, 1,41g/L; NaCl 1M; Imidazol 500mM) que compete com
a cauda de histidina pelo sulfato de niquel.

Ao final de cada corrida, os tubos contendo a proteina purificada foram analisados
por eletroforese em gel de poliacrilamida 15% (SDS-PAGE) corado com nitrato de prata. A

dosagem foi estimada pela leitura a 280nm em espectrofotdmetro.
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3.5.1 Western blot para confirmagéo da presenca da cauda de histidina e da

imunogenicidade da proteina recombinante L31

Amostras da proteina recombinante L31 purificada foram aplicadas em gel de
poliacrilamida 15% (SDS-PAGE). Apos a corrida as mesmas foram transferidas para uma
membrana de nitrocelulose a uma tensédo de 110V, corrente de 400mA, poténcia de 50W
durante uma hora, utilizando o tampao de transferéncia (Tris-HCI pH 8,3 25mM; Glicina
192mM; Metanol 20%).

Concluida a transferéncia, a membrana de nitrocelulose foi lavada com solucdo
PBST (PBS 0,1M pH 7,4; Tween 20 0,05%), colocada em solucdo de bloqueio (leite em pé
desnatado 1% em PBST), e incubada a temperatura ambiente por uma hora sob agitacao.
Em seguida, a membrana foi lavada e incubada a temperatura ambiente por uma hora sob
agitacdo com a solucéo de anticorpo especifica para cada andlise (Anti-His - GE 1:5.000;
Soro de paciente com diagnéstico de meningite 1:100; Soro hiperimune de coelho imunizado
com proteina recombinante L31 1:10000). Depois de incubada com os soros especificos, a
membrana foi lavada e incubada com conjugado Proteina A-peroxidase diluido 1:5000 a
temperatura ambiente por uma hora sob agitacdo. A mesma foi novamente lavada, e
incubada com substrato (Tris-HCI 0,05M pH 8,0; Diaminobenzidine - DAB 0,5mg/mL; H,0,
30%) por até quinze minutos sob auséncia de luz. A reacdo foi interrompida com agua

destilada.
3.6 EXPERIMENTACAO ANIMAL

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da FUNED e
pelo Comité de Etica em Experimentacio Animal (CETEA) da UFMG.

Foram realizados quatro experimentos distintos, como descrito no Quadro 1. A
linhagem de camundongos utilizada foi a Swiss webster, com peso entre 18 e 23 gramas,
imunizados 3 vezes com a proteina ribossomal L31 recombinante com intervalos de 15 dias
entre as imunizagdes. Os adjuvantes utilizados foram Freund completo e incompleto e uma
formulacdo desenvolvida pela Diretoria Industrial e Diretoria de Pesquisa da FUNED
denominada Microemulséo (Miristato de isopropila; Polissorbato 80; Propilenoglicol) na
proporgéo de 1:1.

Em paralelo ao experimento com camundongos, uma coelha da raga Nova Zelandia
foi imunizada com 250ug da proteina L31 recombinante, com intervalos de quinze dias e um
total de trés imunizacbes. Ao final o soro obtido foi armazenado a -20°C para realizagdo do

Western Blot e para experimentos futuros.
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Quadro 1: Experimentos de imunizacdo com a proteina ribossomal L31 recombinante

) QUANTIDADE
NUMERO DE PROTEINA VIA
EXPERIMENTOS GRUPOS ANIMAIS POR APLICADA POR ADMISTRACAO ADJUVANTE OBJETIVO
GRUPO IMUNIZACAO EM
CADA ANIMAL
Controle PBS Intraperitoneal
Freund completo na Avaliar resposta
A A 1° imunizagéo e humoral
1 Subcutanea S 1°-30ug Subcutanea incompleto nas comparando as vias
2° - 30ug demais de administragéo
; 30 - 30pg ;
Intraperitoneal Intraperitoneal
Controle PBS
Frel::goﬁsmeptlgto € | Avaliar a resposta
A humoral
2 Freund 5 1° - 30g Subcutanea comparando os
2°-15ug adjuvantes
0
Microemulsao 3% - 15ug Microemulsao
Controle PBS I,Extragao das
células do baco
A Freund completo e o
3 10 0. Subcuténea . para avaliacdo da
1°- 30ug incompleto ducio d
Freund 2°-15ug producao de
30 15g citocinas
Controle PBS
Freund completo e
10 incompleto Desafio com S.
4 Freund 1° - 30ug Subcutanea pneumoniae
20 159 sorotipo 4
3°- 15ug

Microemulsao

Microemulsao
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3.6.1 Avaliacéo da resposta humoral dos camundongos

Para cada experimento mostrado no Quadro 1, cerca de 150 a 300uL de sangue de
cada camundongo foi coletado por via caudal, antes do inicio da imunizacdo, quinze dias
apos a primeira e a segunda imunizacdo e sete dias ap0s a terceira imunizacdo. O soro foi
separado do plasma por centrifugacdo e armazenado a -20°C. Os niveis de anticorpos
foram avaliados pela técnica ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) como descrito
abaixo.

Placas de 96 pocos (NUNC) foram sensibilizadas com 2,5ug/mL da proteina
recombinante L31 em tampdao de sensibilizacdo carbonato pH=9,6 (Na,CO3 1,59g; NaHCO;
2,93g; H,O g.s.p 1000mL), a 4°C por 16 horas. Cada placa foi lavada duas vezes com
solugdo de lavagem (NaCl 9,0g; Tween20 500uL; H,O g.s.p 1000mL) e bloqueada com leite
em pdé 1%, a 37°C por uma hora. Em seguida as placas foram lavadas duas vezes e
incubadas com diluicbes seriadas do soro dos camundongos em tampao de incubacgéo
(Tween20 1mL; PBS 1M pH=7,0 100mL; H,O g.s.p 1000mL), a 37°C por uma hora a partir
da diluicdo 1:25. Apés a incubacdao com o soro, essas placas foram lavadas quatro vezes.
Para determinacao dos niveis de IgG total e das subclasses IgG1 e 1gG2a, as placas foram
incubadas com o conjugado apropriado para cada andlise (Proteina A-peroxidase 1:5000 -
Sigma / IgG1-peroxidase 1:4000 - Southern Biotech / IgG2a-peroxidase 1:2000 - Invitrogen),
a 37°C por uma hora. Logo ap6s as placas foram lavadas quatro vezes e incubadas com
solucdo de revelacdo (o-phenylenediamine dihydrochloride -OPD 5mg; H,O, 4 pL; Tampé&o
Citrato (Na,HPO, 7,19g; Acido citrico 5,19g; H,O g.s.p 1000mL) 10mL) a temperatura
ambiente, sob auséncia de luz, por 10 a 15 minutos. A reagéo foi interrompida com &cido
sulfdrico 5%, e a leitura da absorbancia feita no leitor de ELISA ao comprimento de onda de
492nm.

Os graficos comparando os niveis e titulos de anticorpos foram feitos utilizando o
programa GraphPad Prism 4, e as analises estatisticas foram feitas pelo teste de Mann-

whitney (P<0,05) no mesmo programa.

3.6.2 Avaliacéo daresposta celular dos camundongos

Os camundongos do experimento trés (Quadro 1) foram eutanasiados em camara de
CO.,. Foi realizada a retirada dos bacos dos camundongos em ambiente estéril. Para a
extracdo das células, os bacos (dois a dois) foram macerados (Cell Dissociation Sieve
Tissue Grinder Kit - Sigma) até a obtencdo de suspensdes homogéneas de células. As

células mononucleares foram isoladas por centrifugacdo em gradiente de densidade
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utilizando Ficoll e lavadas duas vezes com PBS 0,1M estéril. Apos a lavagem foi feita a
contagem das células em camara de Neubauer e o cultivo em placa de 96 pogos fundo em
U, totalizando 10° células por pogo. Essas células foram cultivadas em meio RPMI
suplementado com 10% de SFB (Soro Fetal Bovino) e 1% de antibioticos (Antibiotic
Antimycotic Solution 100x - Sigma). Cada pogo contendo aproximadamente 10° células foi
estimulado com 25ug/mL da proteina recombinante L31 e a placa foi incubada em estufa a
37°C com 5% de CO,. Depois de 65 horas os sobrenadantes foram coletados e testados
para a presenca das citocinas IFN-y, TNF-a, IL-2, IL-4 e IL-5 utilizando a técnica CBA
(Cytometric Bead Array) com o Kit da BD Biosciences (Mouse Th1/Th2 Cytokine), seguindo
as instrucdes do fabricante.

Os dados foram adquiridos pelo citbmetro de fluxo Accuri C6 utilizando o software

CFlow Sampler. A analise desses dados foi realizada pelo software FCAP Array v3.0.

3.6.3 Desafio e determinacao da bacteremia

Os camundongos do experimento quatro (Quadro 1) foram desafiados com 100
vezes a dose letal para matar 50% dos individuos (100DLsy) da cepa virulenta de S.
pneumoniae sorotipo 4 (10° UFC), via intraperitoneal, sete dias ap6s a Ultima imunizagéo.
Dezoito horas apés o desafio, cerca de 10uL de sangue dos camundongos foram coletados
por via caudal, diluido 1:10 e 1:100 em solucao salina estéril (NaCl 0,85%) e semeados em
placa de petri com meio de cultura Agar Sangue. Essas placas foram incubadas a 35°C na
presenca de 5 a 10% de CO, por 24 horas. Apés o periodo de incubacdo, o niumero de
colbnias isoladas que crescerem nas placas foram contadas para avaliacdo da bacteremia.

Os camundongos desafiados permaneceram sob observacdo para avaliacdo da
sobrevida. Os graficos e as andlises estatisticas utilizando o teste de Mann-whitney

(P<0,05), foram feitos no programa GraphPad Prism 4.
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4 RESULTADOS

4.1 AMPLIFICACAO DO GENE QUE CODIFICA A PROTEINA RIBOSSOMAL L31

O gene que codifica a proteina ribossomal L31 (243pb) foi amplificado a partir da
técnica de PCR. A andlise do produto de PCR, mostrou a amplificacdo de um fragmento de
DNA entre 200pb e 300pb, como esperado para o gene da proteina L31. Observou-se que
ndo houve a amplificacdo de produtos inespecificos e que o fragmento de DNA amplificado
apresentou uma intensidade forte, demonstrando uma boa eficiéncia da reacdo de PCR
(Fig.6).

Fragmento
amplificado

300pb €—
200 ph €—

Figura 6. Analise da amplificacdo do gene que codifica a proteina ribossomal L31. Eletroforese em gel de agarose
1% corado com brometo de etidio. Canaleta 1, marcador de peso molecular 1Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen).

Canaleta 2, controle negativo da reacdo. Canaleta 3, produto da amplificagéo.

4.2 CLONAGEM DO GENE QUE CODIFICA A PROTEINA RIBOSSOMAL L31

Para realizar a clonagem, primeiramente o plasmideo pET-21a e o fragmento
amplificado anteriormente foram digeridos com as enzimas Nde | e Xho I. A Figura 7 mostra
gue a digestdo enzimatica do plasmideo foi bem sucedida, apresentando apenas uma
banda, o que indica que foi linearizado. Para aumentar a eficiéncia da ligacdo, o plasmideo

digerido foi desfosforilado com a enzima fosfatase alcalina de camaréo.
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Figura 7. Andlise da digestdo enzimética do plasmideo pET-21a com as enzimas Nde | e Xho |. Eletroforese em
gel de agarose 1% corado com brometo de etidio. Canaleta 1, marcador de peso molecular 1Kb Plus DNA
Ladder (Invitrogen). Canaleta 2, pET-21a integro. Canaleta 3, produto da digestdo com a enzima Nde |. Canaleta
4, produto da digestdo com a enzima Xho .

Os produtos digeridos e purificados, correspondentes ao gene da proteina L31 e ao
plasmideo pET-21a foram submetidos a uma reacdo de ligagdo. O produto da ligagéo foi
utilizado para transformar células competentes NM522. Apos a transformagéo foram obtidas
66 coldnias, das quais cinco foram submetidas a PCR de colbnias para verificacdo da
presencga do gene da proteina L31. Como apresentado na Figura 8, todas as cinco coldnias
foram positivas para presenca do gene da proteina L31. Na placa de controle positivo
cresceram mais de 1000 col6nias e na placa de controle negativo ndo houve crescimento.

Os plasmideos desses cinco clones positivos foram extraidos e sequenciados. Foi
possivel analisar apenas um clone, pois foi o Unico com qualidade de sequenciamento que
permitiu a andlise da sequencia do gene e de outras estruturas importantes para a
transcricdo/traducdo presentes no plasmideo (Fig.9). Todos os elementos, isto €&, a
sequéncia do gene, do promotor T7, do operador lac, do sitio de ligacdo ao ribossomo e da
cauda de histidina estavam corretas. O alinhamento da sequéncia original com a sequéncia
obtida, foi realizada pelo programa ClustalW?2 (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw?2),

mostrando que houve 100% de homologia (Fig.10).
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300 pb €—
200pb €—

Figura 8. Andlise da PCR de colbnias para verificagdo da presen¢a do gene da proteina L31. Eletroforese em gel
de agarose 1% corado com brometo de etidio. Canaleta 1, marcador de peso molecular 1Kb Plus DNA Ladder
(Invitrogen). Canaleta 2, 3, 4, 5 e 6, colénias 1 a 5 respectivamente. Canaleta 7, controle negativo da reagao.
Canaleta 8, controle positivo da reacao.

Promotor T7 Operon lac
GATCTCGATCCCGLGAAATTAATACGACTCACTATAGGGGAATTGTGAGCGGATAACAATTCCCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAA
CTTTAAGAAGGAGATATACATATGAAAAAAGATATCCATCCAGAATATCGCCCAGTTGTCTTCATGGACACAACTACTGGTTACCA
ATTCCTTAGCGGTTCAACAAAACGCTCTAACGAAACAGTTGAGTTCGAAGGCGAAACTTACCCATTGATCCGTGTGGAAATTTCA
TCAGACTCACACCCATTCTACACTGGACGTCAAAAGTTCACTCAAGCAGATGGACGCGTGGATCGTTTCAACAAAAAATACGGT
CTCAAACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGA

Cauda de Histidina

Figura 9. Andalise do sequenciamento do gene da proteina L31. Sequéncias em negrito e sublinhada
correspondem ao promotor T7, ao operador lac e a cauda de histidina. Em negrito e itdlico, o gene da proteina
L31.
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Sequencia_oOriginal ATGARRRMAAGATATCCATCCAGRATATCGCCCAGTTGTCTTCATGGACAC 50
Flasmideo Seque nciado ATGRARARAAGATATCCATCCAGRATATCGCCCAGTTGTCTTCATGGACRATC 50
- tA A A A AR L ELEEEEEEEEEEEEEEEEREEEEEEEEEEEESEESEE LRSS LSS
Sequencia_©Original AACTACTGSTTACCAATTCCTTAGCGSTTCARCARRACGCTCTARCGARA 100
Plasmideo Sequenciado AACTACTGGTTACCARTTCCTTAGCGGTTCRAACARARACGCTCTARACGRAR 100
- A R R RS RS RS LR R R R R R R R R ARt R R LR 2]
Sequencila Original CAGTTGAGTTCGARAGGCGARACTTACCCATTGATCCGTGTGGARATTTCA 150
Plasmideo Sequenciado CAGTTGAGTTCGAAGGECGRAARCTTACCCATTGATCCGTGTGGAAATTTCA 150
- T L L e A e T s
Sequencia ©Original TCAGACTCACACCCATTCTACACTGGACEGTCAARAGTTCACTCRAGCARGR 200
Plasmideo Seque nciado TCAGRCTCACACCCATTCTACACTGGACGTCARARAGTTCACTCARAGCAGA 200
- R A kR R AR AR AR A AR AR A AR AN AR A AR AR AR A AR AR AR AR AR A AR AR A
Sequencia Original TEEACGCGTEGGATCGTTTCARCARAARATACGETCTCRAR 240
Plasmideo Sequenciado TGGACGCGTGGATCGTTTCARCARARAATACGETCTCARAR 240
- Ak Ak kA A AR A AR AR A AR AR A A A AR R A AR A AR A A A AR AR &

Figura 10. Alinhamento da sequéncia nucleotidica do gene L31 no programa ClustalW2. O (*) indica bases
iguais.

4.3 EXPRESSAO DA PROTEINA RIBOSSOMAL L31 RECOMBINANTE

Células competentes da linhagem BL21 foram transformadas com o plasmideo pET-
21a/L31 sequenciado. Um clone foi escolhido para testes de expressao, sendo identificado
como clonel. Depois da indugdo, o clonel apresentou uma boa expressdo, mostrando
claramente uma cinética ao longo do tempo, até 4 horas ap0s a inducdo. A banda expressa
apresentou um tamanho esperado para a proteina L31, entre 10 e 17kDa (Fig.11). A partir
da analise da expresséo foi determinado o tempo de 4 horas de indugdo como sendo o
melhor para producgéo da proteina L31. N&o foi preciso testar outros parametros, tais como,

concentracdo IPTG, DO e temperatura de incubagéao.
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Figura 11. Analise da cinética de expressédo da proteina L31 do clonel. Eletroforese em gel de poliacrilamida 15%
(SDS-PAGE) corado com azul de coomassie. Canaleta 1, marcador de peso molecular PageRuler Plus
(Fermentas). Canaleta 2, To (sem IPTG). Canaleta 3, T1 (1 hora de indug&o). Canaleta 4, T» (2 horas de inducao).
Canaleta 5, T3 (3 horas de indug&o). Canaleta 6, T4 (4 horas de inducao).

4.4 PURIFICACAO DA PROTEINA RIBOSSOMAL L31 RECOMBINANTE

Seguiu-se 0s experimentos com o clonel devido a sua eficiéncia na expressao da
proteina L31. O produto obtido apds 4 horas de expresséo foi utilizado para determinar a
solubilidade da proteina L31. A andlise da determinacdo da solubilidade mostrou que a
proteina apresentou-se na forma insolavel (Fig.12).

Portanto antes de realizar a etapa de purificacdo, precisou-se realizar testes de
solubilizacdo com uréia. Foram testadas concentragfes crescentes de uréia, de 2M a 5M.
Observou-se que ndo houve diferencas significativas entre as concentracdes testadas na

solubilizacdo, e que 2M de uréia foi suficiente para solubilizar a proteina L31 (Fig.12).
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Figura 12. Analise da determinacéo da solubilidade e solubilizagdo com uréia em diferentes concentragcbes da
proteina L31 expressa. Eletroforese em gel de poliacrilamida 15% (SDS-PAGE) corado com azul de coomassie.
Canaleta 1, marcador de peso molecular PageRuler Plus (Fermentas). Canaleta 2, To (sem IPTG). Canaleta 3,
T4 (4 horas de inducdo). Canaleta 4, proteinas sollveis da determinacdo da solubilidade. Canaleta 5, proteinas
insoliveis da determinagdo da solubilidade. Canaletas 6, 8, 10 e 12, proteinas solubilizadas com uréia nas
concentracbes de 2, 3, 4 e 5M, respectivamente. Canaletas 7, 9, 11 e 13, proteinas que permaneceram

insoluveis apés o tratamento com uréia nas concentracdes de 2, 3, 4 e 5M, respectivamente.

Depois dos testes para determinar as melhores condi¢cdes para solubilizar a proteina
L31, foi feita uma nova expressdo em maior escala (300mL), seguindo as mesmas
proporcdes e condicdes da metodologia descrita anteriormente. A proteina L31 foi entdo
solubilizada com uréia 2M e em seguida purificada por cromatografia de afinidade. A andlise
mostrou que a purificacdo foi bem sucedida apresentando apenas a banda de interesse (Fig.
13). Em cada corrida realizada, obteve-se 1mL da proteina purificada a uma concentracéo

média de 0,8mg/mL.
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Figura 13. Andlise da purificacéo da proteina L31. Eletroforese em gel de poliacrilamida 15% (SDS-PAGE) corado
pela prata. Canaleta 1, marcador de peso molecular PageRuler Plus (Fermentas). Canaleta 2, T4 (4 horas de
indugdo). Canaletas 3, 4 e 5, fragBes da purificacdo da proteina L31.

4.5 VERIFICACAO DA PRESENCA DA CAUDA DE HISTIDINA E DA
IMUNOGENICIDADE DA PROTEINA L31 PURIFICADA

A cinética de expressdo e o peso molecular apresentados pela proteina expressa
séao fortes indicadores que seja a proteina L31. Para confirmar mais um indicador, a proteina
purificada foi submetida a técnica de Western Blot, utilizando o anticorpo especifico Anti-His.
O anticorpo reconheceu a proteina purificada, indicando a presenca da cauda de histidina
(Fig.14).

A imunogenicidade foi testada utilizando como anticorpo especifico o soro de
paciente com diagnéstico de meningite e soro hiperimune de coelho imunizado com proteina
recombinante L31 (Fig. 15). Anticorpos presentes nos dois soros reconheceram a proteina,

mostrando seu potencial imunogénico.

32
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Figura 14. Western Blot para confirmagdo da identidade da proteina L31 purificada. Canaleta 1, marcador de
peso molecular PageRuler Plus (Fermentas). Canaleta 2, proteina L31 revelada com anticorpos especificos Anti-
His.

17 kDa
17 kDa
10 kDa 10kDa

Figura 15. Western Blot para verificagdo da imunogenicidade da proteina L31 purificada. A) Canaleta 1,
marcador de peso molecular PageRuler Plus (Fermentas). Canaleta 2, proteina L31 revelada com anticorpos
presentes no soro de coelho imunizado com a proteina L31 recombinante. B) Canaleta 1, marcador de peso
molecular PageRuler Plus (Fermentas). Canaleta 2, proteina L31 revelada com anticorpos presentes no soro de
pacientes com diagnoéstico de meningite.

4.6 AVALIACAO DA RESPOSTA IMUNE HUMORAL

Foram realizados quatro experimentos, como mostrado no Quadro 1. No
experimento 1, onde os animais foram imunizados por duas vias de administragdo, a
avaliagcdo da resposta humoral mostrou bons niveis de produgéo de anticorpos IgG anti L31
tanto pela via intraperitoneal quanto pela via subcutdnea. N&o houve diferenca
estatisticamente significativa, o que permitiu definir a via subcutdnea como via de
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administracdo para 0s experimentos subseqiientes. A Figura 16 mostra 0s niveis de

anticorpos IgG anti L31 do soro dos camundongos apés de 7 dias da terceira imunizagéo.
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Figura 16. Niveis de anticorpos IgG anti L31 do soro de camundongos do experimento 1 apdés trés imunizagdes.
Comparagéo dos niveis de 1gG entre os grupos Controle, Intraperitoneal e Subcutanea.

No experimento 2 a via de administracdo utilizada foi a subcutanea, estabelecida a
partir do experimento 1. Nesse experimento utilizou-se dois adjuvantes diferentes, o Freund
e a Microemulsdo, e a quantidade de proteina foi reduzida na segunda e terceira
imunizagfes. Foi analisada a producdo de anticorpos IgG1 e 1gG2a anti L31 do soro dos
camundongos ap6s 7 dias da terceira imunizacdo. A Figura 17 mostra a titulagdo de
anticorpos IgG1 anti L31, revelando a producéo de altos niveis desses anticorpos, tanto no
grupo Freund quanto no grupo Microemulsdo. Os niveis de IgGl e IgG2a podem ser
analisados na Figura 18, mostrando que a principal resposta foi a produgéo de 1gG1, sendo

estatisticamente significativo.
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Figura 17. Titulacdo de anticorpos IgGl anti L31 do soro de camundongos do experimento 2 apds trés
imunizag6es. Os simbolos (quadrado, triangulo e triangulo invertido) representam os grupos Controle, Freund e
Microemulsado, respectivamente. Cada um desses simbolos representa um individuo. As barras horizontais
representam as medias de cada grupo. A linha pontilhada é o ponto de corte em relagdo ao grupo controle.

Niveis de IgG1 e IgG2a do Grupo Freund Niveis de IgG1 e lgG2a do Grupo Microemulsao
Experimento 2 Experimento 2
——
g 264 * e 267 ® &
S S 21
g 2N g 2
] L]
2 1.6 2 164
= IE
2 114 £ 111
g g
2 06 2 06
0.1 0.14
e o 5 o® i
o lc] ! &

Figura 18. Niveis das subclasses de anticorpos IgG do soro de camundongos do experimento 2 apos trés
imunizagBes. A) Comparacéo entre os niveis de IgG1 e IgG2a do grupo Freund. B) Comparacao entre os niveis
de 1gG1 e IgG2a do grupo Microemulséo. (*) p=0,0159, (**) p=0,0079.
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4.7 AVALIACAO DA RESPOSTA IMUNE CELULAR

No experimento trés foi analisada a producéo de citocinas (IFN-y, TNF-qa, IL-2, IL-4 e
IL-5) secretadas pelas células extraidas do baco dos camundongos imunizados (Grupo
Freund) e ndo imunizados (Grupo Controle) pela proteina recombinante L31 (Fig.19).
Quando comparado os niveis de producédo de citocinas entre os grupos Controle e Freund, a

Unica citocina que apresentou uma producéo estatisticamente significativa foi a IL-5.
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Figura 19. Analise dos niveis de produgéo de citocinas, comparando o grupo Controle e o Freund. A) Niveis
de TNF- a. B) Niveis de IFN-y. C) Niveis de IL-2. D) Niveis de IL-4. E) Niveis de IL5. (**) p=0,0079.
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4.8 AVALIA(;AO DA BACTEREMIA E SOBREVIDA DOS CAMUNDONGOS
DESAFIADOS COM S. pneumoniae

Apébs dezoito horas do desafio (experimento 4), foi realizada uma coleta de sangue
dos camundongos para determinacdo da bacteremia. Os grupos Freund e Microemulsdo

nao apresentaram reducao estatisticamente significativa na bacteremia em relacdo ao grupo

Controle (Fig.20).

Bacteremia
2
&
i
1
& alm
o "y
E o1 "
- [ v
- Ty
5 i . AFT S
5 . '
EEE Yy ¥
L] L) L]
d‘ﬁ \35‘6 \ﬁ;’aﬂ
‘:«"“".ML «® & ™
o
W

Figura 20. Analise da bacteremia apds dezoito horas do desafio. Os simbolos (quadrado, triangulo e triangulo
invertido) representam os grupos Controle, Freund e Microemulsédo, respectivamente. Cada um desses simbolos

representa um individuo. As barras horizontais representam as médias de cada grupo.

A Figura 21 mostra a analise da sobrevida dos camundongos apés o desafio.
Observou-se que os grupos Freund e Microemulsdo, imunizados com a proteina ribossomal
L31 recombinante, ndo apresentaram maior sobrevida quando comparados com 0 grupo

Controle.
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Figura 21. Andlise da sobrevida dos camundongos desafiados com S. pneumoniae. Os simbolos (quadrado,

triangulo e triangulo invertido) representam os grupos Controle, Freund e Microemulsao, respectivamente. Cada

um desses simbolos representa um individuo. As barras horizontais representam as médias de cada grupo.
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5 DISCUSSAO

Mesmo possuindo tratamento e prevencao, o S. pneumoniae € um microrganismo de
importancia mundial, devido as grandes taxas de morbidade e mortalidade causadas por
ele. Por possuir mais de 90 sorotipos - que sao determinados pela composi¢do da capsula
polissacaridica — € dificil a produ¢do de uma vacina que seja mais abrangente, ou seja, que
proteja contra a maioria, ou se nao, todos 0s sorotipos.

As vacinas comercializadas atualmente possuem limitagdes, ou ndo desencadeiam
uma resposta de memdaria, ou abrangem poucos dos sorotipos existentes. Diante destas
limitacbes, nos ultimos anos, tem-se dado muita atencdo ao desenvolvimento de vacinas
protéicas que sejam altamente imunogénicas, T-dependentes, antigenicamente conservadas
e que oferecam protegéo contra todos os sorotipos de S. pneumoniae (Hava & Camilli 2002;
Garcia-Suares et al. 2004; Orihuela et al. 2004). Apesar de algumas proteinas terem
mostrado resultados interessantes de protecdo, nenhuma, até o momento, foi licenciada
para uso em humanos, justificando a busca de mais candidatos.

A bioinformética vem se mostrando uma aliada importante na busca de novos
antigenos protéicos, criando, por exemplo, softwares com capacidade de predizer a
localizagdo celular de uma proteina, ou até mesmo se a proteina estd envolvida em
mecanismos de viruléncia (Garg & Gupta 2008). As proteinas identificadas, tém sido
amplamente investigadas como antigenos protetores, mostrando bons resultados em
diversos casos (Swiatlo & Ware, 2003). Essas proteinas sdo geralmente identificadas pela
presenca de um peptideo sinal de secrecdo na por¢éo N-terminal. No entanto, nos ultimos
anos, algumas adesinas presentes na superficie celular de bactérias gram-positivas, tém
sido descritas por ndo possuirem uma sequéncia sinal, abrindo um novo campo de pesquisa
de antigenos (Chhatwal, 2002). Além disso, varios estudos de protedmica tem identificado
proteinas citoplasmaticas conhecidas - que ndo possuem um peptideo sinal - na fracdo da
parede celular (Geng et al. 2008; Morsczeck et al. 2008). Essas proteinas que nao
apresentam um peptideo sinal classico podem ser identificadas a partir de uma ferramenta
de bioinformética chamada Secretome P (Bendtsen et al. 2004).

Um estudo realizado pelo Servico de Biologia Molecular e Bioinformética da FUNED,
realizou uma triagem de todos os genomas de S. pneumoniae disponiveis, cruzando as
informacgdes de Vvarios tipos de programas computacionais. Neste estudo foram identificados
antigenos protéicos de superficie conservados entre os Varios sorotipos, apresentando ou
ndo o peptideo sinal cldssico. A partir desse estudo, alguns dos antigenos protéicos

identificados foram clonados e testados quanto & expresséo e purificagdo. Diante desses
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testes, apenas a proteina ribossomal L31 apresentou um bom rendimento, direcionando o
nosso foco de estudo para a mesma.

As proteinas ribossomais, presentes e altamente conservadas em todos o0s
organismos, tém um papel crucial na sintese de proteinas, tendo uma localizacao
citoplasmética. Entretanto, varias proteinas conhecidas como sendo citoplasméatica, como
por exemplo, a 6-fosfogluconate dehidrogenase e a enolase, ja foram identificadas na
superficie do género Streptococcus e mostraram protecdo em camundongos (Zhang et al.
2009; Tan et al. 2008), sugerindo que uma mesma proteina poderia ter localizacao e papel
diferente dentro do mesmo microorganismo. Além disso, uma recente analise protedmica de
Streptococcus pyogenes, identificou proteinas ribossomais expostas na superficie da
bactéria, tais como, S8 (30S), L5 (50S) e L11 (50S) (Severin et al. 2007). Proteinas
ribossomais foram também detectadas na superficie de Listeria monocytogenes (Lenz et al.
2003), sugerindo que a0 menos em bactéria gram-positiva, esta presenga poderia ser um
fenbmeno comum. Neste sentido, 0 estudo da proteina ribossomal L31, assim como de
outras proteinas dessa mesma classe é de grande relevancia, tendo em vista que outras
proteinas ribossomais como L22 e S19, L7/L12 j& mostraram capacidade protetora contra
Leishmania major e Brucella abortus, respectivamente (Mallick et al. 2007; Iborra et al.
2008).

No presente trabalho, a proteina ribossomal L31 recombinante foi entdo submetida a
testes para avaliagdo do seu potencial como vacina protéica, revelando-se como uma
proteina altamente imunogénica. Apesar da sua capacidade de induzir uma alta resposta
humoral, ndo foi capaz de proteger contra o desafio com S. pneumoniae em modelo de
sepse.

Entre os possiveis fatores afetando a capacidade de protecdo, podemos citar a
exposi¢cdo da proteina. Como relatado anteriormente, varios estudos através de analises
protedmicas ja identificaram a presencga de proteinas ribossomais expostas na superficie
celular. No entanto, em nosso estudo, a presenca da proteina ribossomal L31 na superficie
foi realizada apenas por andlise in silico, ou seja, por meio de uma simulacdo
computacional, ndo garantindo 100% de acerto. Para validar esta andlise in silico,
experimentos futuros deverdo ser realizados com o objetivo de confirmar a presenca da
proteina L31 na superficie do S. pneumoniae. Alem disso, partindo do pressuposto que a
proteina L31 esteja exposta na superficie, ndo sabemos o grau dessa exposi¢do. Por
exemplo, devido & complexa estrutura do S. pneumoniae e por se tratar de uma proteina
pequena, ela poderia estar na superficie, mas mascarada pela capsula e inacessivel aos
anticorpos. Isso poderia explicar, pelo menos parcialmente, que a proteina L31 nao foi

capaz de induzir protecdo contra 0 S. pneumoniae.
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Outro fator a ser levado em consideracdo € a conformacdo da proteina. Por se
apresentar na forma insoluvel (corpos de inclusédo), foi necesséria sua solubilizagdo com
uréia 2M, levando a desnaturacdo da mesma. Neste processo de desnaturacdo, a proteina
perde sua conformacdo nativa, podendo perder epitopos conformacionais. Na purificacédo
realizada, a uréia foi retirada, mas nao foi utilizado tampdes para renaturagcdo. Como a
proteina L31 ndo possui uma atividade facilmente detectavel, como por exemplo, uma
atividade enzimatica, seria dificil avaliar se a renaturacdo ocorreu. Alguns estudos revelam
gue a desnaturacdo pode ou ndo afetar o potencial imunogénico de uma proteina. Por
exemplo, no estudo realizado por Gilmore & Mbow (1999) com objetivo de avaliar a
capacidade protetora da proteina OspC contra Borrelia burgdorferi, concluiram que a
proteina na forma nativa foi capaz de induzir prote¢éo, enquanto na forma desnaturada néo.
Ja o trabalho realizado por Goodin & colaboradores (2007), mostrou que a utilizagdo de
proteinas de Yersinia pestis expressas em E. coli na forma de corpos de inclusdo e
solubilizadas com uréia, foram capazes de conferir prote¢cdo contra infecgéo induzida por Y.
pestis. Em nosso trabalho, a utilizagdo da proteina L31 na forma desnaturada, ndo provocou
a perda de sua imunogenicidade, tendo em vista que a proteina L31 quando submetida a
Western blot, foi reconhecida por anticorpos presentes no soro de pacientes com
diagndstico de meningite.

Os primeiros indicios da imunogenicidade da proteina ribossomal L31 foram obtidos
com a realizacdo de um Western Blot, mostrando que 0s anticorpos presentes tanto no soro
de paciente com diagndstico de meningite, quanto no soro de coelho imunizado com a
proteina L31, foram capazes de reconhecer a mesma. Com a realizacdo dos experimentos
em camundongos, verificou-se a producdo de bons niveis de anticorpos IgG anti L31 apos a
terceira imunizacao, reafirmando o potencial imunogénico da proteina L31.

O S. pneumoniae € um patdégeno bacteriano extracelular, cuja protecdo do
hospedeiro é conferida principalmente pela producdo de anticorpos, que agem como
opsoninas, aumentando a fagocitose pela via classica do sistema do complemento e
determinando sua morte, sendo um dos principais mecanismos efetores da imunidade
humoral e inata (Bricks, 1994). Suas principais fungfes efetoras sdo promover a fagocitose
de microrganismos, estimular a inflamacéo e induzir a lise celular desses microrganismos,
tendo grande importancia na defesa do hospedeiro contra bactérias encapsuladas, a qual é
mediada pela imunidade humoral (Abbas et al. 2008; Delves et al. 2011). A
opsonofagocitose, portanto, constitui um importante mecanismo de defesa do hospedeiro
contra pneumococos invasivos, onde pacientes com deficiéncias tanto dos componentes
iniciais da via classica (C1q e C2) como de C3 possuem alto risco de apresentarem doenca
pneumococica (Yuste et al. 2008; Kang et al. 2006). A importancia dos anticorpos

especificos na reducéo da bacteremia e na inducao de protecao contra o S. pneumoniae, foi
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confirmada por meio de estudos utilizando a imunizacdo passiva em modelos de sepse e
pneumonia (Cao et al. 2007; Gianfaldoni et al. 2009; Cohen et al. 2011).

No entanto, parece que a subclasse de anticorpos IgG produzidos, afetam o nivel de
protecdo obtida. Estudos com as proteinas de superficie PiaA e PiuA, mostraram a
producao de elevados titulos de IgG1 e também IgG2a, levando a indu¢do de uma protecao
parcial (Jomaa et al. 2006). Uma correlagdo positiva foi também observada no soro de
camundongos que continham um maior equilibrio entre a producdo de IgG1l/lgG2a,
indicando a importancia de IgG2a na deposicdo de C3, e conseguentemente, sua
importancia para a protecao (Ferreira et al. 2008; Xu et al. 2011). Em nossos experimentos,
os titulos de anticorpos IgG1l anti L31 foram muito altos, chegando até 1:819.200. No
entanto, praticamente ndo se detectou presenca de lgG2a, podendo explicar pelo menos
parcialmente, a auséncia de prote¢cdo em camundongos.

Por motivo ético, testou-se outra formulacdo adjuvante, a microemulsdo, uma vez
que o uso do adjuvante de Freund vem sendo abolido, devido a sua associacdo com uma
variedade de lesdes, incluindo granulomas no local das inje¢des, gerando dor e desconforto
animal (Stills, 2005). A microemulsdo foi desenvolvida na FUNED, originalmente para
melhorar a producgéo do soro antirrabico. Em camundongos, a poténcia do soro obtido apés
imunizagdo com o virus rabico na forma de microemulsdo se mostrou mais potente do que o
adjuvante de Freund e o hidroxido de aluminio. Alem disso, a microemulsdo ndo mostrou
nenhuma alteracao histopatoldgica nos tecidos dos camundongos ao contrario do adjuvante
de Freund (Leclercq et al. 2011). Neste trabalho, a microemulsdo mostrou-se como sendo
um bom adjuvante, levando a uma producéo de elevados niveis de anticorpos IgG. E como
visto anteriormente ndo causou leséo local nos animais quando comparada com o adjuvante
de Freund. No entanto, tanto a microemulsdo quanto o adjuvante de Freund néo levaram a
um melhor balanco IgG1/IgG2a e também néo induziram prote¢cdo nos animais desafiados.

Apesar da resposta imune humoral ser considerada a mais importante para prote¢éo
contra 0 S. pneumoniae, ndo pode se excluir a participagdo de uma resposta celular através
da produc¢édo de citocinas. Um estudo realizado por Jomaa e colaboradores (2006), mostrou
0 potencial protetor das proteinas PiaA e PiuA, em modelo de infeccdo respiratoria com S.
pneumoniae. A protecdo parcial gerada por essas duas proteinas foi atribuida a producéo
balanceada de IgG1/lgG2a e a inducdo principalmente de uma resposta Thl, com a
producao de altos niveis de IFN-y. Outro estudo avaliou as repostas imune humoral e celular
em camundongos imunizados pela via nasal com as proteinas PspA ou PspC. Apés o
desafio respiratrio por pneumococo, apenas a proteina PspA conferiu protecao, levando a
inducdo de anticorpos com perfil Thl e a secrecdo de citocinas IL-17 e IFN-y (Oliveira,
2009). Dentre as citocinas avaliadas neste trabalho, a Unica que apresentou uma producao

estatisticamente significativa, quando comparados os grupos Controle (imunizado PBS) e
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Freund (imunizado L31), foi a IL-5. A IL-5 é considerada um fator de proliferagdo de
Linfocitos B do tipo Th2, coerente com a deteccdo de uma alta producéo de IgG1l. Nao foi
detectada a producéo de IFN-y, podendo explicar a falta de producéo de IgG2a e auséncia

de protecéo.
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6 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

6.1 CONCLUSOES

Com a analise dos resultados apresentados no presente trabalho, foi possivel chegar

as seguintes conclusoes:

v' O gene da proteina ribossomal L31 de S. pneumoniae foi clonado com éxito no
plasmideo pET-21a, sendo confirmado por meio de PCR e sequenciamento.

v A proteina L31 foi expressa na forma recombinante e purificada com sucesso,

apresentando um bom rendimento, tanto na expressao quanto na purificagao.

v' A proteina L31 se mostrou altamente imunogénica, comprovada por Western Blot e pela

avaliacdo da resposta humoral.

v' A avaliagdo da resposta celular mostrou que apenas a produgdo da citocina IL-5 foi

estatisticamente significativa, indicando um perfil de resposta Th2.

v' Apesar da proteina ser altamente imunogénica, apresentando titulos elevados de IgG1,
ndo foi suficiente para reduzir a bacteremia e induzir uma prote¢éo contra o desafio com

S. pneumoniae.

6.2 PERSPECTIVAS

v' Continuar os estudos em busca de outras proteinas imunogénicas, dentro das
selecionadas pelos estudos de bioinformatica, com o objetivo de avaliar sua capacidade
de protecédo contra 0 S. pneumoniae. Com a identificacéo de outras proteinas os estudos
para avaliagdo da imunogenicidade e protecdo poderdo ser feitos ndo apenas com uma
proteina, e sim com combinacdes de diferentes proteinas, aumentando as chances de

protecao.
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