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Guerino, MT. Avaliacao de potencial agente vacinal contra o S. pyogenes
em camundongos transgénicos, portadores de genes HLA de classe Il
humanos [Dissertagao].

Sao Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2011

RESUMO

A faringite estreptocécica desencadeada pelo Streptococcus pyogenes pode resultar
em uma série de doengas humanas e complicagbes como a febre reumatica (FR) em
individuos predispostos ndo tratados. A FR é uma doenga autoimune que afeta mais
de 20 milhdes de criangas em paises em desenvolvimento. A proteina M presente na
membrana do S. pyogenes representa o maior fator de viruléncia da bactéria, e é
objetivo de estudos para o desenvolvimento de uma vacina contra essa patologia.
Atualmente mais de 200 tipos de proteinas M foram descritos na literatura e a sua
porcdo C—terminal é conservada entre os diferentes tipos. Desenvolvemos um
prototipo de vacina que compreende 55 residuos de aminoacido da porgéo C-terminal,
denominado “StreptinCor”. Neste trabalho analisamos a resposta humoral e celular
especifica contra o peptideo sintético StreptinCor, usando camundongos transgénicos
portadores de HLA de classe Il humanos DR2, DR4, DQ6 e DQ8. O protocolo de
imunizagado consistiu em administrar 50 ug do StreptinCor adsorvido em 300 ug de
hidréxido de aluminio nos dias 0 e 14. Os grupos controles foram injetados com salina
nas mesmas condigdes. O soro obtido no 28° dia foi testado por ensaio
imunoenzimatico (ELISA) para verificarmos a presenga de anticorpos contra o
StreptinCor e os esplendcitos destes animais, obtidos nessa data, foram utilizados
para ensaios de proliferagédo celular na presenga do StreptinCor. Testes de seguranga
foram efetuados e ndo observamos reagao cruzada contra a miosina cardiaca e apds
12 meses de acompanhamento, amostras de tecidos desses animais foram
submetidas a andlise histologica. Em conclusao nao verificamos indicios de reagdes
autoimunes nos animais imunizados com o StreptinCor e os resultados obtidos
mostram a capacidade do StreptinCor em desencadear uma resposta imune,

duradoura e segura em camundongos portadores de moléculas HLA de classe Il.

Descritores: 1. Vacinas estreptococicas 2. Camundongos transgénicos 3. Genes
classe Il do complexo de histocompatibilidade (MHC) 4. Imunidade humoral 5.

Imunidade celular
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Guerino, MT. Evaluation of Potential Vaccinal Agent Against S. Pyogenes
in Human HLA Class Il Transgenics Mice [Dissertation].
Sao Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2011

ABSTRACT

Streptococcal pharyngitis triggered by Streptococcus pyogenes throat infection
can result in rheumatic fever (RF) and rheumatic heart disease (RHD) in
untreated susceptible individuals. RF is an autoimmune disease that affects
more than 20 million children in developing countries. M protein is the major
factor of virulence of the bacteria, and it has been studied to develop a vaccine.
Currently more than 200 M protein types have been described and its C-
terminal domain is conserved in many different serotypes. We developed a
vaccine epitope (StreptinCor) composed by 55 amino acid residues of the C-
terminal portion of the M protein. In the present work we analyze the ability of
the StreptlnCor of induce immune response in HLA class Il transgenic mice.
The transgenic mice harboring the HLA Class || DR2, DR4, DQ6 and DQ8 were
immunized subcutaneously with 50 pg StreptinCor adsorbed onto 300 ng of
aluminum hydroxide gel on days 0 and 14. Control groups were immunized with
vehicle (Saline) in same conditions. The sera were obtained on day 28 and
tested by ELISA to verify the presence of antibodies. The specific cellular
immune response was evaluated by proliferation assay using splenocytes. No
cross reaction with cardiac myosin were observed. Tissue samples from
immunized mice followed by 12 months were analyzed in order to verify if
StreptinCor induces some histological damage. No autoimmune or deleterious
reactions were observed. In conclusion our results indicate that StreptinCor
Induces a good and prolonged and safe immune response in HLA class Il

transgenic mice.

Descriptors: 1. Streptococcal Vaccine 2. Transgenic mice 3. Genes MHC class I

4. Humoral immunity 5. Cellular immunity
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Introdugéo

O Streptococcus pyogenes € a bactéria causadora de uma série de
doengas humanas, tendo como principal sitio de infecgdo a orofaringe,
desencadeando uma faringoamigdalite n&o supurativa. Também pode
ocasionar doencas cutaneas, invasivas, sistémicas e complicacoes tardias e de
ordem autoimune como a febre reumatica (FR) e a glomerulonefrite. Pela
diversidade de doengas desencadeadas por este patdgeno, as complicagdes
ocasionadas, principalmente a febre reumatica que tem como conseqiéncia
principal a doenga reumatica cardiaca (DRC), que é responsavel pelo alto
custo gerado no tratamento e cirurgias, se faz necessario uma intervencao
medicamentosa para inibir o numero de individuos acometidos por essas

doencas e evitar suas complicagdes.

Nesse intuito, o desenvolvimento de uma vacina seria a melhor opcao,
uma vez que é considerada uma das mais seguras e eficazes intervengdes de
saude publica, prevenindo mais de trés milhdes de mortes anualmente pelo S.
pyogenes (O'Hagan & Rappuoli, 2006). Neste trabalho avaliamos a capacidade
imunogénica do agente vacinal contra o S. pyogenes, denominado StreptinCor,
produzido no Instituto do Coracdo (Guilherme et al, 2006; Guilherme et al,
2009), utilizando camundongos transgénicos, portadores de genes do

complexo principal de histocompatibilidade de classe Il (MHC-Il) humanos.
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1.2. O Streptococcus pyogenes

O Streptococcus pyogenes ou estreptococo beta hemolitico do grupo A,
segundo classificagdo de Lancefield (1962), € uma bactéria Gram positiva
disposta em cadeias compostas por cocos, com cerca de 0,5 - 1 micrémetros
cada. Estas bactérias apresentam paredes celulares grossas e uma membrana
simples. As camadas médias e internas das paredes celulares sdo compostas
pelos agucares N-acetil glucosamina e ramnose que conferem rigidez a parede,

mantendo a morfologia bacteriana.

O S. pyogenes é uma bactéria anaerdbia facultativa, catalase-negativa e
produz substancias capazes de promover a evasdo ao sistema imunoldgico
como a peptidase C5a que inibe a acdo do sistema complemento pela da
destruicdo do fator Cb5a, estreptolisinas S e O que lisam a membrana de
eritrocitos, exotoxinas pirogénicas que promovem um quadro febril e podem
induzir insuficiéncia de 6rgaos e até mesmo o choque, DNAses e
hialuronidases. Entre as estruturas que Ihe confere fatores de viruléncia estao
o acido lipoteicdico (LTA), que é um polimero longo, composto por fosfoglicerol,
responsavel pela ligagcdo da bactéria a fibronectina epitelial da orofaringe do
hospedeiro, a capsula composta de acido hialurbénico, que é quimicamente
idéntico ao existente no organismo humano e auxilia na evasao da bactéria ao

sistema imunoldgico, a proteina F que € uma adesina e a proteina M.

Dentre as diversas estruturas antigénicas do S. pyogenes a mais
importante e, conseqlientemente, mais estudada é a proteina M, que tem a

capacidade de aderir a fibronectina do epitélio da orofaringe, interage com o
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fibrinogénio mascarando a presenga da bactéria e pode se fixar na porgao Fc

dos anticorpos bloqueando sua interagdo com fagaocitos.

A proteina M apresenta uma estrutura fibrilar trans-membrana disposta
em dupla alfa hélice. Essa proteina, que é codificada pelo gene emm do S.
pyogenes, contém aproximadamente 450 residuos de aminoacidos dispostos
em quatro regides (A, B, C e D), cada uma apresentando sub-regides
especificas (A1-5, B1-4, C1-3, D1-4). A regido N-terminal € a mais polimérfica
(regides A e B), pequenas variagbes na sequéncia de aminoacidos de suas
sub-regides classificam as diferentes cepas de S. pyogenes, dentre as quais
algumas sdo reumatogénicas enquanto outras ndo. Existem mais de 180
sequéncias de tipos emm e 800 subtipos emm descritas (Carapetis et al, 2005;
Smeesters et al, 2010; Steer et al, 2007), os sorotipos 1, 3, 5, 6, 12, 14, 18, 19,
22, 24, 27 e 29 foram considerados predominantemente reumatogénicos, ou
seja, capazes de desencadear febre reumatica (revisado por Cunningham,
2000). A porgao C-terminal (regides C e D), mais proximal a membrana da
bactéria, é altamente conservada entre as diferentes cepas, sendo que 85%
das cepas S. pyogenes ja descritas, apresentam suas sub-regides C2 e C3

homélogas (Smeesters et al, 2010).

1.3. Doengas desencadeadas pelo S. pyogenes

As doengas causadas pelo S. pyogenes podem ser divididas em
superficiais, invasivas e complicagdes tardias. A faringoamigdalite
estreptocdcica é o acometimento mais comum ocasionado pela bactéria. Entre

as doencas cutaneas as principais doencas desencadeadas sao erisipela,
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impetigo e a escarlatina. A erisipela € uma infecgdo cutdnea aguda
caracterizada por intenso rubor da area afetada, dor, febre e calafrios,
geralmente precedida de infecgbes respiratérias, sendo mais comum em
criangas e idosos. Impetigo € uma infecgdo cutdnea superficial que acomete
principalmente a face e maos, geralmente é secundaria a uma lesdo pré-
existente, caracterizando se por vermelhiddao em sua fase inicial, evoluindo
para secrecao purulenta e formacdo de crostas na fase cicatricial. Ja a
escarlatina € uma resposta inflamatoéria cuténea as toxinas do S. pyogenes e
tem como caracteristica erupgdes de diversas papulas avermelhadas (rash),
que apresenta tom levemente aspero. Essas erupgdes costumam ocorrer na
cabeca e disseminar para o resto do corpo, ocorrendo aglomeragéo em regides

de dobras como axila e virilha.

Entre as doengas invasivas ocasionadas pelo S. pyogenes estéo a fasciite
necrosante e a sindrome do choque tdxico, ambas desencadeadas pela
infiltracdo da bactéria em lesdes pré-existentes. No caso da fasciite necrosante
a bactéria alcanga as fascias musculares, colonizando essa regido e
necrosando o tecido lipidico e da derme adjacente. Essa doenga conferiu ao S.
pyogenes o nome de bactéria devoradora de carne (“flesh eating bactéria®).
Quando a bactéria atinge a corrente sanguinea ela desenvolve a sindrome do
choque toéxico, gerando um quadro generalizado de sepse com diversos focos

hemorragicos.

Existem ainda as doencgas tardias de origem estreptocécica como a
glomerulonefrite pds-estreptocdcica e a febre reumatica (FR). A deposi¢céo de
imunocomplexos nos glomérulos, em decorréncia da tentativa do sistema

imune combater o S. pyogenes, causa uma glomerulonefrite com lesdo renal
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homogeneamente difusa e com infiltrado inflamatério. Apresenta como quadro
clinico a sindrome nefritica com aparecimento subito de edema, hematuria
macroscopica e hipertensao arterial. Sua cronicidade pode levar a uma faléncia
renal. A FR é uma doencga auto-imune resultante de uma complicagao tardia de
uma faringoamigdalite estreptocdcica, ndo supurativa, incidente em individuos
predispostos geneticamente e ndo tratados. A doenga incide preferencialmente
em criancas e jovens com idades entre 5 e 18 anos, sendo rara antes dos 3
anos de idade. Em um periodo de 15 a 21 dias apos a infecgao de orofaringe,
0,3 a 3% dos individuos desenvolvem a doenca (Bisno, 2001; Cunningham,

2000).

As manifestagdes clinicas da FR se caracterizam pelo acometimento
das articulagdes (poliartrite migratéria), pele (eritema marginado e/ou nédulos
subcutaneos), sistema nervoso central (coréia de Sydenham) ou no coragéo
(cardite/valvulite) (Snitcowsky, 1996). A Poliartrite Migratéria € caracterizada
por um acometimento de grandes articulagdes, sendo originada por auto-
anticorpos dirigidos contra a sindvia e a cartilagem articular. No eritema
marginado ha a presencga de lesdes cutdaneas de aspecto réseo de bordos
serpiginosos ou circulares e centro palido, de carater evanescente, nao
pruriginoso, sendo precipitadas por calor ou pressdo e de localizagao
preferencial em tronco e parte proximal dos membros. Os nédulos subcutaneos
apresentam consisténcia firme, sdo moveis e indolores e estdo presentes sobre
proeminéncias ésseas ou trajetos de tenddes. Podemos encontra-los também

sobre as apofises espinhosas da coluna vertebral e na regido occipital.

A manifestagao neurolégica da FR é a coréia de Syndeham, costuma

aparecer até seis meses apos a infecgao de orofaringe e é caracterizada pela
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presencga de auto-anticorpos dirigidos contra neurénios dos nucleos caudado
e subtaldmico originando alteragdes psico-neuroldgicas (Snitcowsky, 1996).
Tem inicio insidioso caracterizado, geralmente, por labilidade emocional e
fragueza muscular que dificultam o diagnéstico. Os individuos acometidos
apresentam movimentos rapidos involuntarios e nao coordenados, que
desaparecem durante o sono e sao acentuados em situacbdes de estresse e
esforco. Esses movimentos podem acometer musculos da face, labios,

palpebras e lingua e sdo, com frequéncia, generalizados.

A forma mais grave da FR é a doenga reumatica cardiaca (DRC)
(Grinberg et al, 1985; Guilherme et al, 2000). Esta patologia, que acomete
aproximadamente 30% dos pacientes com FR, constitui-se na principal causa
de doencas cardiacas em criangas no mundo, sobretudo em paises menos
desenvolvidos (Kaur et al, 1998). A DRC ¢é caracterizada por lesbes
inflamatdrias, que podem ser encontradas em varios sitios. Estes infiltrados
inflamatorios, denominados nodulos de Aschoff, constituem o sinal
patognoménico da doenga e sdo compostos por focos de necrose fibrindide
cercados por neutréfilos, eosindéfilos e macréfagos além de linfocitos T e B

(Chopra et al, 1988; Kemeny et al, 1989).

Alguns estudos sugerem que sequéncias de aminoacidos presentes na
regiao N-terminal da proteina M apresentam alta homologia com proteinas
humanas. Kaplan et al, (1963) mostrou que anticorpos dirigidos contra o tecido
cardiaco humano foram capazes de reconhecer estruturas da parede do S.
pyogenes, assim como a proteina M e tecidos tissulares humanos, sugerindo o
desencadeamento de autoimunidade devido a um mimetismo molecular. As

proteinas humanas reconhecidas cruzadamente foram: laminina, queratina,
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actina, vimentina, miosina e tropomiosina. Posteriormente, a proteina M
presente na membrana celular bacteriana foi reconhecida como responsavel
pelo desencadeamento dessas reagdes auto-imunes (Dale & Beachey, 1986;
Jones et al, 1986; Kraus et al, 1990; Kraus et al, 1989a; Kraus et al, 1989b;

Sargent et al, 1987).

Anticorpos reativos ao tecido cardiaco, por reacdo cruzada com
antigenos do estreptococo, ao fixarem a parede do endotélio valvar,
aumentam a expressao da molécula de adesao VCAM-I, e favorece a inducao
de quimiocinas, principalmente CCLS5. Estas quimiocinas favorecem a
infiltracao de linfécitos T de memdéria e outras células mononucleares, que
irdo produzir principalmente citocinas inflamatérias do tipo Th1 (IFNy e TNFa)
e baixas quantidades de IL-4, que por sua vez, € uma citocina reguladora da
resposta inflamatéria. Como as lesdes valvulares reumaticas sdo lentas e
progressivas, esse desequilibrio entre citocinas inflamatérias e regulatérias no
tecido cardiaco, assim como o recrutamento constante de linfécitos de
memodria, perpetua a inflamagao local, levando a destruicao tecidual e
necrose. No miocardio, devido ao grande numero de células produtoras de IL-
4, ocorre cura da miocardite apds algumas semanas de tratamento
antiinflamatério (Cunningham, 2000; Guilherme et al, 2004; Guilherme et al,

2007a; Roberts et al, 2001).

A pancardite de origem reumatica pode acometer endocardio,
manifestando-se em surtos agudos como insuficiéncia de valvula mitral e
aortica promovendo regurgitagdo. Ao longo da evolugao da doenga, pode
ainda ocorrer estenose valvar. Esta patologia pode, consequentemente,

promover internagdes repetidas, intervengdes cirurgicas cardiovasculares
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complexas (Snitcowsky, 1996) e tratamento medicamentoso de dificil manejo.
Isto acaba influenciando a capacidade laborativa e escolar dos pacientes e

seus responsaveis, levando direta ou indiretamente aos altos custos sociais.

1.4. Susceptibilidade genética

O fato de apenas uma parte da populacdo desenvolver FR, apesar da
maioria dos individuos ter entrado em contato com a bactéria, sugere que
fatores genéticos estdo associados ao desenvolvimento da patogenia. Nesse
contexto, estdo envolvidos o0s genes do complexo principal de
histocompatibilidade (MHC, do inglés “Major Histocompatibility Complex”), que
estdo alocados no brago curto do cromossomo 6 em humanos e no
cromossomo 17 em camundongos e que receberam esse nome devido a sua
importancia nos estudos, realizados por Snell et al.(1957), sobre rejeicao de

tecidos transplantados em camundongos.

Esses genes sdo os mais polimorficos do genoma humano e codificam
moléculas com capacidade de ancorar, em sua fenda de ligagao, sequéncias
peptidicas de antigenos processados, no interior das células, e que serao
expressas em sua superficie. Existem duas classes de moléculas MHC (Classe
| e Classe Il), sendo que as de Classe | estdo presentes em todas as células
nucleadas e sao responsaveis pela apresentagdo de antigenos proprios
(enddgenos) para os linfocitos T CD8" (citotoxicos). As moléculas de classe I
sdo expressas na superficie de células apresentadoras de antigeno (APC — do
inglés, “Antigen Presenting Cells”), como macrofagos, células dendriticas e

linfocitos B, que sao os responsaveis pela captura, processamento e
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apresentagdo de antigenos estranhos (exdgenos) aos linfocitos T CD4,
auxiliadores, (revisto em: (Germain & Jenkins, 2004). O reconhecimento dos
antigenos ancorados as moléculas de MHC | ou Il é restrito ao receptor de
linfécitos T (TCR, do inglés, “T Cell Receptor”) que, com a ajuda de sinais co-
estimulatérios, desencadeia uma cascata de ativacado intracelular (Rosenthal &
Shevach, 1973) e leva a proliferagao de clones desses linfécitos, especificos ao
antigeno apresentado, e a produgéo de citocinas e anticorpos estabelecendo-
se assim uma resposta imunologica especifica (revisto em: (Germain &

Jenkins, 2004).

Em humanos, as moléculas MHC receberam o nome de antigeno
leucocitario humano (HLA, do inglés, “Human Leukocyte Antigen”), por serem
descobertas primeiramente na superficie de leucécitos. O HLA de classe |
apresenta como produto génico as moléculas HLA-A, B e C, ja o HLA de classe
Il apresenta as moléculas HLA-DR, DQ e DP e em ambas as classes de
moléculas HLA ha um enorme polimorfismo que gera uma gama de alelos para
cada molécula. Em camundongos o MHC é chamado H-2 e tem como
moléculas de classe | o H-2K, D e L e as moléculas de classe Il sao
denominadas IA e IE. As funcdes desempenhadas pelas moléculas MHC em
humanos e murinos sdo as mesmas, e elas apresentam estruturas
semelhantes, sendo heterodimeros compostos por uma cadeia alfa e outra
beta. Além disto, as moléculas de classe | humanas e murinas estao
associadas a molécula de Beta 2-microglobulina em sua estrutura para auxiliar

em sua estabilizagdo e ancoragem a membrana das células.

O polimorfismo das moléculas de MHC se concentra na fenda de ligagéo

dos antigenos, sendo que essa regiao apresenta bolsos com afinidades para a
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ligacdo de determinados aminoacidos da sequéncia peptidica dos antigenos
que serao apresentados ao TCR. Devido a esse fato, determinados alelos HLA
poderiam apresentar sequéncias peptidicas dos antigenos com alta homologia
a proteinas estruturais humanas, podendo desencadear uma resposta
imunologica cruzada devido a mimetismo molecular, levando assim a uma

resposta auto-imune.

Certos alelos do MHC de classe Il estdo altamente relacionados a
heranga, susceptibilidade ou a resisténcia as doengas auto-imunes Eroglu &
Kohler, 2002 demonstraram uma associagdo significante em individuos
caucasianos, portadores de HLA-DR2, no desenvolvimento de Idpus
eritematoso sistémico (LES). Ao estudar uma amostra de brasileiros
caucasianos, Fernandes et al. (2002) mostrou que portadores heterozigotos
dos alelos HLA-DR3/DR4 apresentavam risco relativo elevado para o
desenvolvimento da Diabetes Mellitus do tipo 1 (DM-1), enquanto que os
antigenos HLA-DR2 e mais fracamente HLA-DRS raramente sdo encontrados
entre os pacientes com DM-1, estando esses alelos associados a uma

resisténcia ao desenvolvimento da doenga.

Entre os alelos HLA de classe Il, véarios alelos HLA DR mostraram
associagbes com o desenvolvimento da FR em diversos paises (revisado por
(Guilherme et al, 2007b), como DR2 e DR4 na populagdo americana
(Anastasiou-Nana et al, 1986), DR4 na Arabia Saudita (Rajapakse et al, 1987),
DR1 e DR6 na Africa do Sul (Maharaj et al, 1987) e DR7 e DR11 na Turquia
(Olmez et al, 1993). No Brasil, ao estudar uma amostra da populagéo,

constituida por mulatos escuros e claros, nosso grupo observou uma
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associacdo do desenvolvimento da FR com os alelos HLA de classe |l DR7 e

DRS53 (Guilherme et al, 1991; Weidebach et al, 1994).
1.5. Epidemiologia

Estima-se que haja mais 100 milhdes de casos de doengas cutaneas e
mais de 600 milhées de casos de faringite de origem estreptocécica por ano.
No ano de 2005 a Organizagao Mundial de Saude (OMS) registrou 15.600.000
casos de portadores de DRC, sendo que ha a estimativa de 300.000 novos
casos e 233.000 mortes a cada ano diretamente atribuiveis a DRC (Carapetis
et al, 2005), porém esses dados ndo refletem a realidade dos paises
subdesenvolvidos, principalmente em regides pobres, onde os sistemas de
notificacdes da doenca pelos centros de atendimento sao falhos e pela falta de

programas de controle.

No ano de 2007, do total de cirurgias cardiacas realizadas no Brasil,
31% envolveram pacientes acometidos pela FR, gerando um custo superior a
157 milhdes de reais ao Sistema Unico de Saude (SUS), em tratamento e
cirurgias devido a FR e a DRC. A taxa de mortalidade devido a DRC neste
periodo foi de 7,5% (DATASUS). Estima-se que haja 10 milhdes de casos de
faringoamigdalites de origem estreptocdcicas por ano, levando a um total de
30.000 novos casos de FR por ano, sendo que metade destes casos pode

evoluir para a DRC (Cardiologia, 2009).

1.6. Tratamento e profilaxia

As intervencbes medicamentosas que visam alterar o curso da infeccao

levam em consideragdo o0 reconhecimento precoce e tratamento da
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faringoamigdalite de origem estreptocécica. A droga de escolha para o
tratamento deste tipo de infecgao € a penicilina-benzatina, pois apresenta baixa
incidéncia de efeitos colaterais, tem eficacia clinica e bacteriolégica e a
susceptibilidade da bactéria a droga ja foi comprovada, além do tratamento ter
um baixo custo. O diagndstico precoce, com identificagdo do microrganismo
envolvido, é dificil ser realizado em paises subdesenvolvidos, uma vez que o
desenvolvimento das doencgas estreptocdcicas e suas complicacbes esta
associado diretamente a fatores sdcio-ambientais e portanto a falta de
tratamento adequado faz com que nesses paises a incidéncia de FR seja até

vinte vezes maior do que em paises desenvolvidos.

Diante desses fatos, se torna clara a necessidade de uma vacina capaz
de impedir a colonizagdo da bactéria a orofaringe, evitando que surjam as
complicagbes decorrentes dessa infeccdo e que confira aos individuos

susceptiveis uma imunizagao prévia a bactéria.

Varios grupos tém procurado desenvolver uma vacina eficaz contra o
estreptococo, sobretudo utilizando antigenos bacterianos para a produgéo de
uma vacina de subunidade. Nesse sentido, diversas proteinas bacterianas
estdo em estudo como CbHa peptidase, SpeA (do inglés, Streptococcal
pyrogenic exotoxin), cisteina protease e proteina ligante de fibronectina (Sfbl).
Entretanto, por ser a proteina mais antigénica do S. pyogenes, a proteina M é o

principal alvo para a produgédo de uma vacina.

Utilizando coelhos, Beachey et al. (1987) observaram a formagao de
anticorpos opsonizantes especificos para as proteinas M, quando estes foram

imunizados com as porgdes N-terminais das proteinas M5, M6 e M24,
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conjugadas a uma proteina carreadora. O uso de proteinas recombinantes com
sequéncias N-terminais de quatro sorotipos — M24, M5, M6, M19 — induziu
anticorpos especificos em coelhos sem causar reatividade contra o tecido
cardiaco (Dale et al, 1993). Este grupo desenvolve ensaios de vacina
sorotipo-especificas para cepas freqlientes nos Estados Unidos, usando
sequéncias N-terminais da proteina M de 26 sorotipos: M1, 1.2, 2, 3, 5, 6, 11,
12, 13, 14, 18, 19, 22, 24, 28, 29, 33, 43, 59, 75, 76, 77, 89, 92, 101, 114 (Dale,
1999a; Dale, 1999b; Dale et al, 1999; Hu et al, 2002). Atualmente essa é a
Unica vacina contra o S. pyogenes que ja se encontra em testes clinicos, porém
sua cobertura vacinal é restrita aos sorotipos prevalentes nos Estados Unidos

(Shulman et al, 2009).

A porcao C-terminal da proteina M, por outro lado, € conservada em
mais de 80% das cepas (Fischetti, 1989). Peptideos sintéticos da regiao
constante da proteina M6, covalentemente ligados a subunidade da toxina
colérica (CTB) foram administrados em camundongos, por via intranasal, em
trés doses semanais e apds o desafio apresentou uma redugao significativa da
colonizagado por estreptococos, quando comparados aos camundongos que
foram tratados somente com a CTB (Bessen & Fischetti, 1988a; Bessen &
Fischetti, 1988b; Bessen & Fischetti, 1990). O mesmo grupo utilizou a regiao
conservada da proteina M, utilizando o virus da vaccinia como vetor, para a
construgdo de um novo modelo de vacina (Fischetti, 1989; Fischetti et al,
1989). Apesar dos resultados promissores, obtidos com as duas vacinas, o
custo da conjugacao no primeiro modelo e o uso do virus da vaccinia pela via

oral limitou o uso destas vacinas em humanos.



Guerino-Silva, MT 14

Pesquisadores australianos ao imunizar camundongos com peptideos
conservados, oriundos da regido C-terminal da proteina M5, induziram a
producao de anticorpos com atividade bactericida em ensaios “in vitro”. Dois
peptideos sintéticos foram construidos e varias formulagdes tém apresentado
resultados promissores. A combinacdo deste peptideo com uma proteina
estreptocécica, ligante de fibronectina (Sfbl) aumentou a capacidade de

protecao contra o S. pyogenes em camundongos (Olive et al, 2007).

Atualmente este grupo tem voltado seus esforgos para a construgéo de
uma vacina baseada em um epitopo B oriundo da regido C-terminal da proteina
M do S. pyogenes, um epitopo T universal e lipoproteinas alvos de receptores
“Toll-like” (TLR, do inglés, “Toll-like receptors”), esses receptores tem papel
fundamental no desencadeamento da resposta imune inata pelo
reconhecimento de estruturas altamente conservadas em microrganismos
patogénicos, chamados receptores de reconhecimento padrdo (PAMPs, do
inglés, “pathogen associated microbial pattern”). Dessa forma, esse grupo
espera desenvolver uma resposta imune humoral especifica a proteinas da
bactéria com envolvimento de linfocitos T e estimulacido da resposta imune

inata (Abdel-Aal et al, 2010).

O epitopo B dessa vacina contém 14 residuos de aminoacidos
(denominado J14), e foi selecionado pela sua incapacidade de promover
reatividade cruzada as células T. Como este epitopo era linear e ndo mantinha
a conformacéao helicoidal encontrada “in natura”, na bactéria, foi sintetizado um
peptideo quimérico contendo a sequéncia J14 e um peptideo que lhe
conferisse uma estrutura helicoidal semelhante a encontrada na proteina M

(Relf et al, 1996). O epitopo T escolhido para compor a vacina gera uma
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resposta imunolégica inespecifica, ou seja, apenas apresenta a fungdo de
recrutar células T CD4". Por fim a utilizagdo de lipoproteinas capazes de
reconhecimento pelos receptores do tipo “Toll” (TLR) vém sendo extensamente
estudadas e pode apresentar uma boa estratégia imunoestimulante no

desenvolvimento de vacinas.

1.7. O peptideo vacinal sintético StreptinCor

O conhecimento gerado nos diversos estudos e principalmente os
trabalhos sobre os mecanismos de patogénese desenvolvidos em nosso
laboratdrio nos levaram ao processo de desenvolvimento de uma vacina
profilatica segura contra estreptococcias. O potencial agente vacinal foi
desenvolvido com base em sequéncias conservadas da regido C-terminal da
proteina M5 do S. pyogenes, contendo os residuos 253 — 350, compreendendo
um total de 100 aminoacidos. Foram sintetizados em nosso laboratério 79
peptideos, contendo 20 residuos de aminoacidos cada, e com diferenca de 1

residuo em cada extremidade.

Os 79 peptideos sintetizados foram testados com 620 amostras de soro
humano, em ensaios de ELISA, para definir o epitopo B imunodominante,
enquanto que o epitopo T imunodominante foi definido por ensaios de
proliferagdo celular, com amostras de células mononucleraes de sangue
periférico (PBMC do inglés, “Peripheral mononucleas cells”) de 260 individuos
diferentes. As amostras de soro e de PBMC utilizadas no estudo foram obtidas

de individuos sadios, portadores de FR e de DRC.
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O epitopo B é composto por seqliéncia de 22 residuos de aminoacidos e
o epitopo T por uma sequéncia de 25 residuos de aminoacidos, dos quais 16
sdo compartilhados devido as regides de repeticdo da por¢do C-terminal da
proteina M5 (Guilherme et al, 2006). A partir da selegcédo dos epitopos T e B em
humanos, sintetizamos um peptideo de 55 residuos, denominado StreptinCor,
que contém os epitopos B e T, ligados entre si por 08 residuos de aminoacidos,

em conformidade com o segmento natural da proteina M5 como segue:

KGLRRDLDASREAKKQLEAEQQKLEEQNKISEASRKGLRRDLDASREAKKQVEKA

EPITOPO T EPITOPO B

A analise do StreptInCor por ressonancia magnética nuclear (NMR, do
inglés nuclear magnetic resonance) mostrou que o epitopo T imunodominante,
originado da regido C2 da proteina M5, apresenta estrutura em a-hélice em
conformidade com a proteina original e o epitopo B imunodominante, originado
da regidao C3, ndo apresenta essa caracteristica conformacional, o que
favorece a interacdo direta entre antigeno e anticorpo levando a um
reconhecimento e indugao de linfécitos B de memoria. A predilecado da ligagéo
dos 55 residuos de aminoacidos que compdem o StreptinCor, apds seu
processamento, mostrou que sua estrutura é favoravel a interacao da molécula
MHC de classe Il e os receptores de linfécitos T (TCR), assim como um forte
indicio da sua capacidade de apresentacdo pelas APC de individuos

portadores de qualquer molécula HLA de classe Il (Guilherme et al, 2011).
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1.8. Estudo experimental com o StreptinCor.

O Streptococcus pyogenes € uma bactéria que causa doengas apenas
em humanos, portanto ndo existe um modelo experimental que possa ser
utilizado como modelo de doenga estreptocdcica, todavia é possivel avaliar o
comportamento imunolégico desses modelos frente a um agente vacinal pela
avaliagdo da resposta imunoldgica humoral e celular. O StreptinCor, agente
vacinal na forma de peptideo sintético, foi testado em camundongos, utilizando-

se o adjuvante de Freund e o hidréxido de aluminio.

Camundongos das linhagens isogénicas BALB/c e C57BL/6 (“inbred”) e
a linhagem heterogénica Swiss (“outbred”) apresentaram otima resposta
humoral contra o StreptinCor, independente do adjuvante utilizado, com alta
producédo de IgG. Nao houve resposta cruzada contra miosina cardiaca ou
extrato de proteinas cardiacas obtidas de coracdo de rato Lewis. Soros de
animais imunizados inibiram “in vitro” a adesao de S. pyogenes as células de
orofaringe. Desafio com a cepa M1 (mais prevalente em episoédios de
estreptococcias) de animais imunizados com o StreptinCor mostrou que estes
encontravam-se protegidos contra o S. pyogenes, quando comparados aos

grupos controle.

A andlise histopatolégica dos érgdos dos animais imunizados mostrou
que a administracao do StreptinCor nao induziu toxicidade nos mesmos. Em

conjunto, estes dados indicam que o StreptinCor tem alto potencial de
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imunizagdo, ndo apresentando até o momento, nenhuma resposta cruzada
contra proteinas cardiacas e nem acdo tdxica contra tecidos dos animais
vacinados, 0 que o torna candidato para a manufatura de uma vacina segura

contra o S. pyogenes.

Devido a grande importancia das moléculas HLA (do inglés, Human
Leukocyte Antigen), tanto no desenvolvimento de uma resposta imune
protetora como deletéria (auto-imune), contra o S. pyogenes, torna-se
interessante avaliar o papel destas moléculas em estudos pré-clinicos no

desenvolvimento de um agente vacinal.

1.9. Camundongos Transgénicos

Modelos experimentais transgénicos que expressam genes MHC de
classe Il humano surgiram como possiveis ferramentas para o estudo de
doengas auto-imunes, associadas as moléculas do complexo principal de
histocompatibilidade. Linhagens de camundongos deficientes para os genes
MHC de classe Il murinos Ea e AR, foram usados para estudar o
desencadeamento de patologias associadas ao MHC de classe Il humano, pela
insercdo do transgene MHC-II humano de interesse. No entanto, a
possibilidade de ocorrer pareamento entre as moléculas de MHC-II humanas e
as cadeias do MHC murinos EB e Aa remanescentes, formando dimeros entre
alelos e gerando complexos quiméricos permissiveis entre espécies (Ex. DRa:
EB), poderiam alterar o repertorio de linfocitos T e interferir na interpretacao dos
estudos (Ishimoto et al, 1997; Lawrance et al, 1989; Trembleau et al, 1995).

Nesse sentido, seria desejavel que os modelos experimentais apresentassem
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um MHC-Il completamente “humanizado”, na auséncia de artefatos
provenientes de seu MHC-II murino. Para contornar esse problema Madsen et
al. (1999) desenvolveram linhagens de camundongos que apresentavam uma
delecao total dos genes MHC-II murinos (AEo). Os genes Aa e E[3 desses
animais foram completamente perdidos enquanto os genes AB e Ea foram
irremediavelmente silenciados. Assim sendo, esses animais s&o excelentes
hospedeiros para qualquer transgene MHC-II, uma vez que nao ha o risco de
geragdo de uma molécula quimérica de MHC-II e pelo fato de todos os outros
conhecidos genes envolvidos na apresentacao antigénica (M, O, TAP, lécus
MHC-I) estarem devidamente expressos (Madsen et al, 1999). Sendo assim a
resposta imunoldgica, gerada nesse modelo experimental, a partir de células T
sdo estritamente restritas as moléculas transgénicas de MHC de classe |l

(Cheng et al, 2003).

Os camundongos HLA-DR2 tiveram o gene DRB1*1502 inserido em
camundongos B10.RQB3 (AagAbgEbgEak) que expressam a molécula H2Aq.
A regido Ebq estd mutada nesta linhagem, ndo sendo funcional. Os animais
que receberam o gene foram entrecruzados por 10 geracdes. A regido Eak é
homdloga a DRa, pareando com DRB1*1502. Esses animais tém a prevaléncia

do “background” de MHC classe | H2q (Gonzalez-Gay et al, 1996).

Ja os camundongos HLA-DR4 partiram de um cruzamento entre SWR
(g2) e B10 (H2b). O gene DRA4p foi inserido em 6vulos provenientes desse
cruzamento. Os animais positivos para DR4f foram entrecruzados e a progénie
foi cruzada com B10.RFB3 (H2f). Esses animais tém, portanto, um
“background” genético H2g2,H2b, H2f sendo principalmente H2f (Pan et al,

1998).
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Os camundongos HLA-DQ6 tiveram os genes DQA1*0103 e DQB1*0601
inseridos em embrides provenientes da F2 do cruzamento CBA/j e B10.M,
gerando os animais B10.M-DQ6 (H-2Af/f). Os animais B10.M-DQ6 foram
cruzados com a linhagem H-2Ab0 (H-2Ab0/0), gerando camundongos HLA-
DQ6+-H2ADb0. Portanto esses animais s&o H2k, H2f cruzados com HbO, 129

(H2b) (Bradley et al, 1997).

HLA-DQ8 foram inseridos os genes DQA1*0301 e DQB1*0302 em
embrides provenientes da F2 do cruzamento CBA/j e B10.M, que foram
cruzados com a linhagem H-2Ab0 (H-2Ab0/0), gerando os HLA-DQ8+-H2ADbO.
Portanto esses animais sao predominantemente H2k, H2f cruzados com HbO,

129 (H2b) (Nabozny et al, 1996).

Avaliamos, neste trabalho, a resposta imune humoral e celular de
camundongos transgénicos, portadores de genes HLA de classe Il humanos
DRB1.1502 (DR2), DRB1.0401 (DR4), DQB1.0601 (DQ6) e DQB1.0302 (DQS8),
imunizados com o StreptinCor. Esses animais foram utilizados por
apresentarem moléculas de MHC de classe Il humanos e, portanto, pela
possibilidade de mostrar uma apresentagdo antigénica semelhante a
encontrada em humanos e verificar a possibilidade desencadeamento de auto-

imunidade ou sinais deletérios.
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Objetivos
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Geral:

Avaliar a indugcdo de resposta imune ao StreptinCor em camundongos
geneticamente modificados, portadores de genes que codificam para moléculas

HLA de classe |l humanos.

Especificos:

* Avaliar a inducdo de anticorpos especificos e subclasses de

imunoglobulinas;
* Avaliar a indugao de resposta imune celular;

* Avaliar a seguranga do StreptinCor pela andlises histopatoldgicas nos

orgaos dos animais imunizados e controles.
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Metodologia
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1. Animais

Para a execugdo desse trabalho foram utilizados camundongos
transgénicos, machos e fémeas, portadores de gene HLA de classe Il humano
DRB1.1502(DR2).AEo, DRB1.0401 (DR4).AEo, DQB1.0601 (DQ6).AEo e
DQB1.0302 (DQ8).AEo (CTNBio n® 539/2006). Estes camundongos foram
gentilmente doados pelo Doutor Chella S. David (Departamento de Imunologia
do Colégio Clinico MAYO, Rochester - MN, EUA) e criados em area livre de
patégenos especificos (SPF, do inglés “specific pathogen free”) no Centro de

Bioterismo da Universidade de Sao Paulo (FMUSP).

Todos os animais estudados tinham idade entre 6 e 8 semanas. A
acomodagao e a manipulagdo desses camundongos seguiram condigdes de
assepsia e higiene, sendo mantidos em micro isoladores, alimentados com
ragao e agua autoclavados e manuseados dentro de capelas de seguranga
bioldgica, na area SPF do Biotério de Experimentacéo do Instituto de Medicina
Tropical da Universidade de Sao Paulo (IMT-SP-USP). Os animais foram
mantidos e manipulados de acordo com as regras de bem estar animal do

Comité de Etica da universidade de Sao Paulo.

2. Validagcao de transgenia para o gene HLA de classe Il humano em

camundongos
2.1. Coleta de amostras e obtengao de DNA para as tipificagoes

Para a certificagdo da transgenia dos animais, foram coletadas
amostras de sangue por pungao no plexo retro-orbital dos camundongos, com

pipetas Pasteur estéreis embebidas em solugdo a 25 mM de 4&acido
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etilenodiaminotetracético (EDTA, Sigma, EUA). As amostras foram
acondicionadas em micro tubos de 2 mL estéreis contendo 50 yL de EDTA 25
mM. Em seguida, as amostras passaram por varios ciclos de lise eritrocitaria
por adicdo de 2 mL de tampao tris (hidroximetil) aminometano (tris, Vetec,
Brasil) 10 mM, pH 7.5, contendo cloreto de magnésio 5 mM (Merck, Alemanha)
e cloreto de sédio 10 mM (Synth, Brasil) (tampéo SLE). Apdés homogeneizagao
por inversao, os tubos foram mantidos em repouso no gelo por 30 minutos e
centrifugados a 375xg durante 10 minutos a 4°C, o sobrenadante foi
desprezado ao término do ciclo, que foi repetido até a obtencdo de um botao

de sedimentacao claro com auséncia de eritrécitos.

Para a ruptura da membrana nuclear, desproteinizacdo e obtencao do
DNA, adicionou-se 500 pL de tampao denominado SLGB, que consiste em
solugdo de tris a 10 mM, pH 6.0, acrescido de 10 mM de EDTA, 50 mM de
cloreto de sédio, 0,2% (p/v) de sddio dodecil sulfato (SDS, Gibco, EUA)
(tampédo SLGB) e 0,08 mg/mL de proteinase K (Invitrogen, EUA). Apods
homogeneizagdo dos tubos, por inversdo, seguido de incubagdo em Banho
Maria a 55°C por 3 horas, foram adicionados 400 uL da mistura de
fenol/cloroférmio/alcool isoamilico (Invitrogen, EUA) na propor¢édo de 24:24:1,
respectivamente. Os tubos foram novamente homogeneizados por inversao e
centrifugados a 210xg durante 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi
transferido para um novo micro tubo de 2 mL onde foi adicionado 300 pL de
cloroférmio/alcool isoamilico na proporgédo 24:1, respectivamente. Os tubos
foram homogeneizados por inverséo e centrifugados a 210xg por 10 minutos a
4°C. O sobrenadante foi transferido para um novo micro tubo cénico de 1,5 mL

onde se adicionou 20 uL de acetato de sédio 3 M e 1 mL de etanol absoluto



Guerino-Silva, MT 26

gelado. Apés incubagdo por 15 minutos a -70°C os tubos foram centrifugados a
470xg durante 15 minutos a 4°C. Os sedimentos obtidos foram ressuspensos
em 700 pL de etanol 70% gelado e centrifugados a 470xg por 5 minutos a 4°C.
Apds a secagem do botdo de sedimentagao, os mesmos foram diluidos em 50

ML de agua estéril.

2.2. Amplificagao de transgene pelo método de PCR-SSP

Os genes de interesse foram amplificados utilizando-se sequéncias
iniciadoras (“primers”, Invitrogen, EUA) especificas para cada gene, sendo

elas:

DR4: Fw...5"...gtt tct tgg agc agg tta aac a...3"

Rv...5"...ctg cac tgt gaa gct ctc ac...3’

DR2: Fw...5"...tcg ccg ctg cac tgt gaa g...3’

Rv...5"...tcc tgt ggc agc cta aga g...3’

DQ6: Fw...5"...agg att tcg tgc tcc agt tta agg cca tg...3’

Rv...5"...tct gca aga tcc cgc gga acg cc...3’

DQ8: Fw...5"...agg att tgg tgt wcc agt tta agg gca t...3’

Rv...5"...tgc aag gtc gtg cgg agc tcc aa...3"

As seqliéncias iniciadoras foram diluidas, aliquotadas e estocadas a

-20°C em uma concentragéo de 12.5 pM/uL, concentracao ideal para o uso.
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2.3. Amplificagao dos genes

Para 1,0 uL de DNA de amostra em estudo, adicionou-se 0,2 mM de
deoxinucleotideos trifosfatados (dNTP), 1,0 mM de tampdo de amplificacédo
(Buffer, LGC Biotecnologia, Brasil), que consiste em 0,5 mM de cloreto de
magnésio, 3,12 pM de cada sequéncia iniciadora, 1,0 U de enzima Taq DNA
polimerase (LGC Biotecnologia, Brasil) e agua estéril, para completar um
volume final de 25 pL. Todo o procedimento foi efetuado em condicbes de

esterilidade em capela de seguranga biolégica.

As amostras foram acondicionadas a termocicladores (MJ-research,
EUA) e submetidas a uma temperatura de 95°C durante 7 minutos para
promover a denaturacdo da dupla fita de DNA. Apds esse periodo foram
realizados 35 ciclos de 1 minuto e meio divididos em 3 fases com: 30 segundos
a 95°C para a denaturagéo, 30 segundos a 55°C para promover o anelamento
das sequéncias iniciadoras e 30 segundos a 72°C onde ocorreu a extensdo das
sequéncias iniciadoras e ligacdo dos deoxinucleotideos correspondentes a fita

molde de DNA.

Ao término dos ciclos, as amostras foram incubadas por 7 minutos a
72°C e depois mantidas a 4°C até a sua retirada, assegurando assim a eficacia

do programa.

2.4. Eletroforese

Os produtos da amplificacao foram diluidos em tampao de corrida
(Blue Juice, Invitrogen, EUA) e aplicados em gel de agarose a 3% (p/v)

(Invitrogen, EUA), acrescido de 0,5 pL/mL final de brometo de etideo
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(Invitrogen, EUA). Para a andlise e controle das bandas obtidas aplicou-se
amostra padrdo de pares de base (Ladder 100 pb, Invitrogen, EUA). O gel foi
submetido a uma tensédo de 180 Volts durante 45 minutos, em tampao TAE,
que consiste em solucao de tris 40 mM, acrescido de 4 M de EDTA, pH 8,0 e
acido acético glacial (Merck, Alemanha), promovendo assim migragédo do DNA.
Em seguida o gel foi visualizado em um trans-iluminador (Alphalmager, EUA),
onde pode se constatar a presenca das bandas com tamanhos
correspondentes as seqléncias em estudo, validando assim as amostras como

positivas para a presenga do transgene.

3. Avaliagao da expressao de moléculas de HLA de classe Il na superficie

celular por citometria de fluxo

Para determinar a presenca de moléculas HLA de classe Il, na
superficie das células mononucleares do sangue periférico, dos camundongos
transgénicos, foi utilizada a técnica de citometria de fluxo. Amostras de sangue
dos camundongos foram obtidas, na presenca de solugéo a 25 mM EDTA e
100 pyL destas amostras foram utilizadas para reagdes com os anticorpos,
anti-CD11c de camundongo marcado com aloficocianina (APC) diluido a 1:50
(v/v) (BD Pharmigen, EUA), anti-CD45/B220 de camundongo marcado com
proteina clorofila peridinina (PercP) diluido a 1:200 (v/v) (BD Pharmigen, EUA),
anti-DR (humano) marcado com isotiocianato de fluoresceina (FITC) diluido a
1:10 (v/iv) (BD Pharmigen, EUA), para as amostras de sangue dos
camundongos DR2 e DR4. Todos os anticorpos foram diluidos em tampao de

FACS, que contém 0,81% (p/v) de cloreto de sddio (VETEC, Brasil), 0,028%
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(p/v) de cloreto de potassio (VETEC, Brasil), 0,026% (p/v) de fosfato de sédio
monobasico, 0,23% (p/v) de fosfato bibasico de soédio (MERCK, Alemanha),
0,043% de cloreto de litio (Synth, Brasil), 0,036% de EDTA sddico (Gibco,
EUA) e 0,02% de azida sddica (Synth, Brasil). Essas amostras foram entao
incubadas durante 30 minutos em camara escura a temperatura ambiente. No
caso dos camundongos DQ6 e DQS8 foi realizada uma incubagéo prévia com
anti-DQ, diluido a 1:5000 (v/v), por 30 minutos a temperatura ambiente, apds
esse periodo foram realizadas 3 lavagens por centrifugacédo a 375xg por 5

minutos a 4°C com tampao de FACS.

As amostras desses animais foram incubadas com os mesmos
anticorpos descritos anteriormente para a deteccdo de CD11c e CD45/B220,
além de anti-lg de camundongo conjugado a FITC, diluido a 1:400 (v/v) (BD
Pharmigen, EUA) durante 30 minutos em camara escura a temperatura
ambiente. Ao término do periodo de incubacao foi adicionado 2 mL de tampéo
de lise de eritrécitos/tubo (Lysing Solution, BD FACS, EUA) e mantidos por 10
minutos em camara escura a temperatura ambiente. As amostras foram
lavadas por 3 vezes, por centrifugagcdo a 375xg durante 5 minutos a 4°C, com
tampao de FACS e entao ressuspensas em 400 pL desse mesmo tampao para

serem analisadas em citdmetro de fluxo.

Para comprovar a inexisténcia de MHC-II murino foi realizado o
mesmo protocolo para obtengdo de células mononucleares de sangue
periférico e marcagcdo com anticorpos, sendo que foram utilizados anticorpos
anti-I/A e I/E (murinos) marcados com ficoeritrina (PE) diluidos a 1:200 (v/v, BD
Pharmigen, EUA) e os mesmos anticorpos usados anteriormente (anti-Ilg e

anti-DR FITC), nas mesmas condigbes. Nos experimentos de detecgcdo de
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MHC-II foram utilizados como controles células de sangue periférico de
camundongos BALB/c, sangue humano e células de linhagens imortalizadas

pelo virus Epstein Barr.

As amostras foram estudadas em citdbmetro de fluxo BD FACSCanto™
(BD Bio-Sciences, San Jose, CA, EUA) e os dados gerados foram analisados

no programa FlowJo (Tree Star Inc., Oregon, EUA).

4. Antigenos

O agente vacinal StreptinCor, na forma de peptideo sintético de 55
aminoacidos, correspondente a uma fragdo da regidao C-terminal da proteina
M5 (Robinson et al, 1991) do Streptococcus pyogenes foi produzido na unidade
de sintese de peptideos, do Laboratério de Imunologia do InCor. O StreptinCor
foi diluido em dimetilsulfoxido (DMSO, Merck) a uma concentragdo de 50
mg/mL (solugdo mée). Proteina M1 recombinante de cepa reumatogénica do S.
pyogenes foi produzida em nosso laboratdrio. Miosina cardiaca porcina e

ovalvumina (OVA) foram obtidas da Sigma (EUA).

5. Imunizagoes

Em todas as imunizagdes realizadas neste trabalho, foi utilizada a via
sub-cutanea de inoculagdo, na regido dorsal dos camundongos, quando
empregado o hidroxido de aluminio [AI(OH);] como adjuvante e nas patas
traseiras (50 pl/pata) quando empregado o adjuvante de Freund. Apoés utilizar
as vias sub-cutanea, intra-muscular e intra-peritonial e constatar que ndo houve

diferenga na resposta imunolégica encontrada nas imunizagdes com Al(OH)s3,
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optou-se pela via que apresentava facil acesso e menor periodo de

manipulagao do animal.

A concentracdo do StreptinCor utilizada em todos os experimentos
mostrados aqui foi de 50 pg/mL, a qual representou uma resposta mais
homogénea entre os animais imunizados, sendo semelhante aquelas
encontradas nos animais convencionais. Essa concentragao foi determinada
por uma cinética de dose-resposta utilizando as quatro linhagens de

camundongos transgénicos.

5.1. Imunizagdes com hidréxido de aluminio

Duas doses com 50 pg do peptideo StreptinCor na presenga de 300
Mg de hidroxido de aluminio (Sigma, EUA) em volume final de 100 uL por
camundongo foram administrados, com intervalo de 14 dias entre elas. Em
todos os ensaios experimentais, em que foi empregado o StreptinCor como
imunogeno, foram realizadas imunizagdes em grupos controles que receberam
somente o veiculo (salina estéril, Baxter, EUA), com hidréxido de aluminio, nas
mesmas condicdes dos grupos experimentais que receberam o peptideo.
Como controle positivo de resposta, um unico lote de camundongos foi
imunizado com ovalbumina, adsorvida em hidroxido de aluminio. Em todas as
imunizagbes, em que foi empregado o hidroxido de aluminio como adjuvante,

foi utilizada a via subcutanea para a inoculacao.

Apods 14 dias da ultima dose, amostras de soro foram obtidas, a partir
da coleta de sangue por puncéo do plexo retro-orbital com pipetas Pasteur, e

foram acondicionados a -20°C até o momento de sua utilizacdo. Para um
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estudo da durabilidade da resposta imune humoral, adicionalmente, lotes de
animais imunizados com StreptinCor foram acompanhados por 12 meses apés

a ultima imunizagao.

5.2. Imunizagdes com adjuvante de Freund

Os animais foram imunizados com 50 ug do StreptinCor, diluidos v/v em
adjuvante completo de Freund (ACF, Sigma, EUA), apdés 14 dias esse mesmo
grupo recebeu mais uma dose da mesma concentragdo do agente vacinal na
presenca de adjuvante incompleto de Freund (AlIF, Sigma, EUA), Os grupos
controles receberam somente o veiculo (salina estéril); com adjuvante de
Freund (completo e incompleto) nas mesmas condicbes dos grupos
experimentais que receberam o peptideo. Apdés 14 dias da ultima dose,
amostras de soro foram obtidas, a partir da coleta de sangue por pungao do
plexo retro-orbital com pipetas Pasteur, e foram acondicionados a -20°C até o

momento de sua utilizacao.

6. Avaliagao da resposta imune humoral por ELISA

Placas de poliestireno de alta ligagdo com 96 pogos (Costar Corning
modelo 3369, EUA) foram sensibilizadas com 1 pg/pogo dos seguintes
antigenos: StreptinCor, miosina cardiaca, ovalbumina ou proteina M1
recombinante. Todos os antigenos foram diluidos em tampao
carbonato/bicarbonato de sddio 0,05 M, pH 9,6 e mantidas por 16 horas a 4°C.
Para o controle das reagdes inespecificas, placas contendo gelatina (Sigma,

EUA), também foram empregadas.
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Apo6s a sensibilizacido das placas, efetuou-se o bloqueio dos sitios
remanescentes do plastico, por 1 hora a temperatura ambiente, com a adicao
de 200 pL/pogo de salina tamponada com fosfato (PBS), acrescida de 0,25%
(p/v) de gelatina e 0,05% (v/iv) de Tween 20 (Merck, EUA) (PBS-T-G). Em
seguida, as placas foram incubadas com diluicbes seriadas dos soros dos
camundongos (1:100 até 1:12800), num volume de 50 ulL/pogo, em PBS-T-G.
Apbs incubacgao por 2 horas a 37°C, as placas foram lavadas 3 vezes com PBS
acrescido de 0,05% (v/v) de Tween 20 (PBS-T) e incubadas com 50uL/pogo do
anticorpo anti-IgG de camundongo, conjugado a peroxidase (Sigma), diluido a
1:4000 em PBS-T-G. Uma nova incubagdo de 1 hora a 37°C seguida por 3
lavagens com PBS-T-G, precedeu a revelagdo do ensaio, colocando-se 50
ML/poco de solugdo contendo 0.4 mg/mL (p/v) de orto-fenileno-diamina (OPD,
Sigma, EUA) em tampao citrato/fosfato pH 5,0 acrescido de 0,04% (v/v) de
peréxido de hidrogénio. Apos 10 minutos a reagao foi bloqueada com a adigao

de 50 uL/poco de acido sulfarico 2M.

A reacao colorimétrica foi entdo quantificada por espectrometria a 490
nm de comprimento de onda, em um leitor de microplacas (Biotek, Winooski,
EUA) e as densidades opticas (D.O.) foram obtidas pelo software KC Junior da

Biotek (Winooski, EUA).

As curvas individuais de cada soro foram obtidas e, a partir
destas, os titulos referentes a cada animal. Para tal, consideramos a diluicao
do soro que induziu uma D.O. maior que o valor observado para a média do
controle negativo (soros pré-imunes) mais dois desvios padrao, referente ao

titulo de anticorpos para a mesma amostra.
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Para a dosagem de isotipos, o protocolo experimental foi semelhante
ao descrito acima, porém com uma etapa adicional. Utilizamos os conjugados
biotinilados dirigidos contra os anticorpos de camundongo (IgG1, 1gG2a, IgG2b
e IlgG3, BD Pharmigen, EUA), na concentragéo de 2 pug/mL. Seguindo-se uma
incubagado de uma hora a 37°C e trés lavagens com PBS-T-G (200 ulL/pogo),
adicionou-se 50 uL/poco de solugdo de estreptavidina conjugada a peroxidase,
diluida a 1:1000 (BD Pharmigen, EUA). Apds nova incubagéo de uma hora a

37°C, as reagdes foram reveladas como descrito anteriormente.

7. Avaliagao da resposta imune celular
7.1. Obtengao de células mononucleares de camundongos

Todo o procedimento foi realizado sob condicbes de assepsia,
utilizando-se material estéril, em capela de segurangca biolégica. Células
mononucleares provenientes dos bagos dos camundongos imunizados foram
obtidas ap6s maceragao gentil dos érgaos e lavadas, por centrifugagédo (210xg
a 4°C, por 10 minutos) com 10 mL de meio RPMI 1640 (Sigma, EUA),
suplementado com L-glutamina 2 mM (Sigma, EUA), Hepes 10 mM (Sigma,
EUA) e os antibidticos Gentamicina (40ug/mL) e Peflacin (20 pg/mL). Apds a
lavagem, as células foram ressuspensas em meio R5, que consiste no meio
RPMI suplementado, acrescido de 5% (v/v) de soro fetal bovino (SFB, GIBCO,

EUA), e utilizado nos experimentos de proliferagao celular.
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7.2. Ensaio de proliferagao celular por citometria de fluxo (CFSE)

Os esplenécitos dos camundongos imunizados com o StreptinCor e
controles foram centrifugados a 350xg por 6 minutos a uma temperatura de
4°C, os sobrenadantes foram desprezados e os botbes de sedimento
ressuspensos em 1 mL de ACK, que consiste em solucdo contendo 0,15 M de
cloreto de ambnio, acrescido de 1mM de bicarbonato de potassio e 0,1 mM de
EDTA dissddico (Gibco, EUA). Apdés uma incubagcdo de 2 minutos foram
efetuadas duas lavagens completando o volume da amostra para 15 mL de
meio RPMI suplementado e centrifugando a 350xg por 6 minutos a 4°C. A
contagem das células foi feita, em camara de Neubauer por uma diluicdo
primaria (1/10) com meio RPMI suplementado, acrescido de 10% (v/v) de soro
fetal bovino (denominado R10), e posterior diluigdo secundaria contendo 65 pL
de R10 (meio RPMI contendo 10% de soro fetal bovino) + 25 uL de trypan blue

(Gibco, EUA) + 10 uL da diluicdo primaria.

Uma suspensdo celular contendo 5x10” esplendcitos em um volume
final de 1 mL de PBS pré aquecido, acrescido de 1,25 uyM de CFSE, foi
incubada em Banho Maria a 37°C por 10 minutos. Apds trés lavagens por
centrifugacao a 350xg com 5 mL de meio R10, as células foram ressuspensas
em 1 mL do mesmo meio, efetuando-se contagem das mesmas. As células
foram distribuidas, em ftriplicatas, em uma placa com fundo em “U” (NUNC,
EUA) na concentracdo de 3x10° mil células/pogco em um volume final de 200 L
(concentracdo de 1,5x10° células/mL) e foram incubadas por cinco dias, na
presenca de 10 uyg e 50 ug do StreptinCor ou somente o meio (controle
negativo) e 2,5 yg/mL de concavalina-A (Con-A, Sigma, EUA), como controle

positivo, em estufa a 37°C contendo atmosfera Umida de 5% de CO..
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As triplicatas foram lavadas, por centrifugagcdo a 350xg, com tampao de
FACs, que contém 0,5% (p/v) de BSA e 2 mM de EDTA e marcadas com um
painel de anticorpos da BD Pharmingen (San Jose, CA, EUA), contendo anti-
CD3 marcado com ficoeritrina (PE) na diluigdo 1:50, anti-CD4 marcado com
proteina clorofila peridina (PercP) na diluicdo 1:200 e anti-CD8 marcado com
aloficocianina (APC) em um volume final de 50 pL. As amostras foram
incubadas com o painel acima por 45 minutos, em camara escura, em banho
de gelo. Ap6s esse periodo as amostras foram lavadas trés vezes, por
centrifugacdo a 350xg, a 4°C por 10 minutos, em tampao de FACs para
eliminar os anticorpos que ndo se ligaram aos seus sitios especificos.
Finalmente, as amostras foram fixadas, incubando-as com 1 mL de
paraformaldeido, por 5 minutos a temperatura ambiente, seguindo-se nova
lavagem nas mesmas condigdes. Para o estudo em citbmetro de fluxo, as
células foram ressuspensas em 1 mL de tampao de FACs. Para a analise do
padrao de células de memoria, apds a proliferagcao celular, foi utilizado o
mesmo protocolo alterando-se o painel de anticorpos da BD Pharmingem, que
foi composto pelos anticorpos anti-CD44 marcado com PE, na diluicdo 1:200;
anti-CD62L marcado com APC, na diluicao 1:800; anti-CD3, marcado com
aloficocianina-cianina 7 (APC-CY7), na diluicdo 1:50; anti-CD4 marcado com
PercP, na diluicdo 1:200 e anti-CD8 marcado com com ficoeritrina-cianina 7

(PE-CY7), na diluiggo 1:200.

A aquisigdo das amostras foi realizada no BD FACSCanto™ (BD Bio-
Sciences, San Jose, CA, EUA) e os dados gerados foram analisados no
programa FlowJo (Tree Star Inc., Oregon, EUA). Os resultados da proliferagao

celular com CFSE foram analisados separando os leucdcitos em um “gate” de
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linfocitos e depois os separando em duas sub-populagcdes quanto a presenca
de moléculas CD4 ou CD8. Dentro desses “gates” a porcentagem de células T
CD4*CFSE®* ou CD8*CFSE"®* dos grupos StreptInCor ou salina foi dividida
pela porcentagem média obtidas no controle negativo, sem estimulo, para a

obtencéo do indice de estimulacdo (I.E.).

8. Avaliacao histopatolégica dos animais imunizados

Diversos tecidos dos animais imunizados com o StreptinCor e
controles foram retirados apds 12 meses da ultima imunizacao para a avaliagao
histopatolégica. Para tal, coragdo, bago, figado, rins, articulacdes e cérebro
foram retirados dos animais imunizados e controles e embebidos em solugéo
de formaldeido tamponado a 10% (v/v) e enviados ao servigo de patologia do
InCor. Cortes de 5 um foram corados por Hematoxilina e Eosina (HE), para
posterior analise histologica. A avaliagdo histolégica para deteccao de
possiveis lesbes patolégicas, decorrentes da FR ou néo, foi realizada por um
meédico anatomo-patologista habilitado, sem o conhecimento da identificac&o

dos animais, e em ordem aleatéria.

9. Analise estatistica

Anadlise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Dunn, que efetua
comparagao multipla, foram utilizados para comparagéo entre mais de duas
variaveis, enquanto que o teste de Wilcoxon foi empregado para a comparagao

entre dois grupos. Valores de p<0,05 foram considerados positivos. Os dados
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foram analisados pelo software GraphPad Prism versao 5.00 para Windows

(GraphPad Software, San Diego California USA, www.graphpad.com)
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Resultados
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1. Validagdo de transgenia para o gene HLA de classe Il humano em

camundongos

A comprovagdo da transgenia foi observada pela presenca de uma
banda de 250 pares de base (pb), correspondente ao segmento do gene que
codifica o alelo DR ou DQ especifico em conformidade com os “primers”
utilizados para as quatro linhagens de camundongos (DR2, DR4, DQ6 e DQS8),
e utilizados em nosso experimento, e € mostrada na Figura 1. A auséncia dos
transgenes de interesse também foi observada durante a selecdo dos animais
para os experimentos. Este fendmeno pode ser observado na Figura 1 (DR2,

DR4 e DQ6, colunas 4, 2 e 3, respectivamente). Somente os animais que

apresentaram os transgenes foram utilizados nos experimentos subsequentes.

250pb
250pb

250pb 260pb

Figura 1. Gel de agarose a 3%, contendo as bandas com pesos moleculares de aproximadamente 250
pb, que representam o produto dos PCR referentes aos transgene. Amostras de quatro
camundongos por linhagem (colunas 1 a 4) das linhagens DR2 e DR4, acima; DQ6 e DQS,
abaixo.



Guerino-Silva, MT 41

2. Controle da expressao protéica das moléculas HLA e auséncia das

moléculas H-2 de classe Il na superficie celular

A presenga de moléculas HLA de classe Il na superficie de leucdcitos
dos camundongos estudados foi constatada pela técnica de citometria de fluxo,
utilizando anticorpos especificos para as moléculas do complexo principal de
histocompatibilidade humano de classe || DR ou DQ, além dos antigenos
CD11c e CD45/B220 murinos. Utilizando essas trés marcacdes foi efetuado o
ensaio, primeiramente selecionando um “gate” que inclui a populagédo de
leucécitos. Neste, as células foram separadas em duas sub-populagcbes
conforme sua positividade para CD11c ou CD45/B220 (Figura 2). Essas duas
sub-populacdes foram classificadas conforme sua positividade para DR ou DQ
conforme a linhagem de camundongos estudada, onde foi possivel mensurar a
porcentagem de células CD11c” ou CD45/B220" expressando a molécula
HLA-II de interesse, descontando os valores obtidos no controle negativo. As
Figuras 3 e 4 mostram a porcentagem de células CD11c’ e CD45/B220" que
expressam a molécula DR enquanto as figuras 5 e 6 mostram a porcentagem
de células CD11c’ e CD45/B220" que expressam a molécula DQ. Em todas as
linhagens estudadas notou-se uma grande variabilidade quanto a expressao
das moléculas HLA de classe Il (DQ ou DR), apesar da expressao dos
transgenes em questdo nestes animais. Também observamos que os
camundongos da linhagem DR4 apresentaram menor expressédo das moléculas

trangénicas na superficie das células
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Figura 2. Estratégia de “Gate” no ensaio de citometria de fluxo para a deteccdo de moléculas

HLA-Il em leucdcitos de camundongos transgénicos. A - Separacdo de leucdcitos em duas
sub-populagdes conforme a presenga de CD11c ou CD45/B220; B - Histograma
representando a populagéo negativa para a molécula DR (em vermelho) e populagéo positiva
para a molécula DR (em azul)
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Figura 3. Porcentagem de células CD11c’ (em vermelho) e CD45/B220" (em azul) que expressam
moléculas HLA de classe Il DR, no eixo X estdo identificados os animais DR2 estudados (1 a
10) e controle negativo (BALB/c).
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Figura 4. Porcentagem de células CD11c’ (em vermelho) e CD45/B220" (em azul) que expressam
moléculas HLA de classe Il DR, no eixo X estdo identificados os animais DR4 estudados (1 a
15) e controle negativo (BALB/c).
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Figura 5. Porcentagem de células CD11c” (em vermelho) e CD45/B220" (em azul) que expressam
moléculas HLA de classe Il DQ, no eixo X estéo identificados os animais DQ6 estudados (1 a
15) e controle negativo (BALB/c).
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Figura 6. Porcentagem de células CD11c’ (em vermelho) e CD45/B220" (em azul) que expressam
moléculas HLA de classe Il DQ, no eixo X estéo identificados os animais DQ8 estudados (1 a
7) e controle negativo (BALB/c).

3. Analise de expressao de MHC-Il murino (IA/IE) por citometria de fluxo

Para comprovar a inexisténcia de moléculas do complexo principal de
histocompatibilidade de classe Il murino (IA e IE) ou a possibilidade de
formagdo de moléculas quiméricas de MHC-Il, decorrentes de falhas na
embriogénese, foi realizada a pesquisa destas moléculas pela técnica de
citometria de fluxo utilizando anticorpos especificos as moléculas H2, IA/IE, e
HLA-Il, DR ou DQ. Utilizando essa dupla marcacao foi possivel classificar as

células em DR'/DQ" ou IA/IE*. A Figura 7 exemplifica estratégia de “gate

utilizada nesse ensaio.

Como podemos notar nas Figuras 8, 10 e 11 (DR2, DQ6 e DQS8,
respectivamente), todos os animais apresentaram as moléculas de HLA de
classe Il e auséncia das moléculas IA/IE (MHC de classe Il murino). Entretanto,
ndo detectamos moléculas de classe Il (HLA ou IA/IE) entre os animais da

linhagem DR4 (Fig. 9).
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Figura 7. Demonstragdo de resultados encontrados no experimento de analise de MHC-II.
Utilizando uma dupla marcagédo foi possivel diferenciar células DR ou DQ
positivas de células IA/IE positivas. A figura mostra nos quadrantes superiores a
presenga, apenas, de moléculas IA/IE em camundongos convencionais € nos
quadrantes inferiores a presenga, apenas, de moléculas DR em humanos e nos
camundongos utilizados em nosso estudo.
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Figura 8. Presenca de moléculas MHC de classe Il DR (Humanas) e/ou IA/IE (Murinas) em
camundongos positivos para o gene DR2 e controles murino (BALB/c e C57BI/6) e
humano.
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Figura 9. Presengca de moléculas MHC de classe Il DR (Humanas) e/ou IA/IE (Murinas) em
camundongos positivos para o gene DR4 e controles murino (BALB/c e C57Bl/6) e

humano.
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Figura 10. Presenca de moléculas MHC de classe Il DQ (Humanas) e/ou IA/IE (Murinas) em
camundongos positivos para o gene DQ6 e controles murino (BALB/c e C57BI/6)
e humano.
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Figura 11. Presenca de moléculas MHC de classe |l DQ (Humanas) e/ou IA/IE (Murinas) em
camundongos positivos para o gene DQ8 e controles murino (BALB/c e C57BI/6) e
humano.

4. Resposta humoral dos camundongos imunizados com o agente

vacinal e controles ao StreptinCor

Imunizagdes com duas doses de 50 pug do StreptinCor comprovaram a
capacidade do nosso agente vacinal na indugédo de anticorpos dirigidos contra
o mesmo peptideo. Nao obstante, os soros dos animais pertencentes aos
grupos controles, que receberam somente o veiculo, nao foram reativos contra
o StreptinCor. Esta resposta foi consistente e estatisticamente significante nas
quatro linhagens estudadas, (figs. 12A, DR2; 12B, DR4; 12C, DQ6; 12D, DQ8).
Interessantemente, os soros dos camundongos das linhagens DQ6 e DQS8
apresentaram titulos mais elevados e homogéneos (figs. 12C e D); quando

comparados aos das linhagens DR2 e DR4 (figs. 12A e B).
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5. Avaliacao da durabilidade da resposta imune humoral

Salina

Ensaio imunoenzimatico para deteccdo de imunoglobulinas reativas contra o
StreptinCor em grupos de camundongos imunizados (duas doses) com 50 pg do
mesmo peptideo (em vermelho) ou somente o veiculo (salina, em azul), na
presenca de 300 ng de hidréxido de aluminio. Os pontos representam os valores
dos titulos obtidos para cada soro ensaiado. Aos valores negativos ja na diluicdo
de 1:100, foi atribuido o valor <100. Em A, camundongos da linhagem DR2
(StreptinCor n=24, salina n=14); B, DR4 (StreptInCor n=27, salina n=14); C, DQ6
(StreptinCor n=28, salina n=14) e D, DQ8 (StreptinCor n=10, salina n=10).

48

Grupos de camundongos que apresentaram resposta ao StreptinCor nos

ensaios de ELISA tiveram amostras de sangue coletadas no primeiro, quarto,

oitavo e décimo segundo més apds a ultima imunizagéo (Figura 13). Todas as

linhagens apresentaram animais com resposta imune humoral satisfatéria, até

oito meses. Entretanto, apés doze meses de acompanhamento 5/20 animais da

linhagem DR2, 12/25 da linhagem DR4, 12/27 da linhagem DQ6 e 1/10 da

linhagem DQ8 obtiveram titulos de anticorpos abaixo do ponto de corte do

ensaio de ELISA.
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Figura 13. Ensaio imunoenzimatico para detecgdo de imunoglobulinas reativas contra o
StreptinCor em grupos de camundongos imunizados (duas doses) com 50 pg do mesmo
peptideo, na presenca de 300 pg de hidroxido de aluminio. Os pontos representam os
valores dos titulos obtidos para cada soro ensaiado. O eixo X apresenta a periodicidade
da coleta de sangue, 1 més (em azul), 4 meses (em verde), 8 meses (em cinza) e 12
meses (em vermelho), apds a ultima imunizagéo. Aos valores negativos ja na diluigao de
1:100, foi atribuido o valor <100. Em A, camundongos da linhagem DR2 (StreptinCor
n=20); B, DR4 (StreptinCor n=25); C, DQ6 (StreptiInCor n=27) e D, DQ8 (StreptinCor
n=10).

6. Avaliagcao da producgao de subclasses de imunoglobulinas gerada apés

vacinagao com o StreptinCor

Foram selecionados 7 camundongos de cada linhagem, os quais
apresentaram altos titulos de IgG total contra o StreptinCor, como mostrado na
figura 12. Como podemos ver na Figura 14, todas as linhagens apresentaram
altos titulos de IgG1 especifica ao StreptinCor, sendo que alguns animais
também apresentaram anticorpos das subclasses IgG2b e IgG3. Por outro

lado, a produgao da subclasse IgG2a nao foi observada.
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Figura 14. Ensaio imunoenzimatico para detecgdo das subclasses de imunoglobulinas 19G1
(em vermelho), 19G2a (em azul), IgG2b (em verde) e IgG3 (em preto), reativas
contra o StreptinCor em grupos de camundongos imunizados com 50 pg do
mesmo peptideo, na presenga de 300 pg de hidroxido de aluminio, em duas
doses. Os pontos representam os valores dos titulos obtidos para cada soro
ensaiado. Aos valores negativos ja na diluicdo de 1:100, foi atribuido o valor 0. Em
A, camundongos da linhagem DR2 (n=07); B, DR4 (n=07); C, DQ6 (n=07) e D,
DQ8 (n=07). *, p<0,05; **, p<0,01; ***, p<0,001.

7. Avaliagao da resposta humoral a proteina M1 e miosina cardiaca

A resposta humoral dos camundongos imunizados foi avaliada quanto a
capacidade de reconhecimento de epitopos oriundos da regiao relativa a
sequéncia do StreptinCor, presentes na proteina M completa (M1), bem como
reatividade cruzada (miosina cardiaca) ou inespecifica (gelatina). A Figura 15
mostra que todos os animais das linhagens DQ6 e DQ8 responderam a
proteina M1 (figs. 15 C e D) com titulos inferiores quando comparados com a

resposta ao StreptinCor. Dois entre 7 animais das linhagens DR2 e DR4 (figs.
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15 A e B) néo foram capazes de reagir contra a proteina a M1. Vale ressaltar
que somente a linhagem DQ6 apresentou um resutado estatisticamente

significante quando comparado a gelatina e a miosina cardiaca (p<0,01).

Nao observamos nenhuma resposta inespecifica ou cruzada, contra a
miosina cardiaca, em nenhuma das 4 linhagens de camundongos transgénicos
(Fig. 15, p<0,001). Finalmente, todos os soros dos animais DR2, DR4, DQ6 e
DQ8 imunizados somente com salina e hidroxido de aluminio n&o

apresentaram resposta contra quaisquer antigenos estudados (dados néo

mostrados).
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Figura 15. Ensaio imunoenzimatico para detec¢gdo de imunoglobulinas reativas contra o
StreptinCor (em vermelho), proteina M1 recombinante (em azul), miosina (em
verde) e gelatina (em preto) em grupos de camundongos imunizados (duas doses)
com 50 pg de StreptinCor, na presenca de 300 pg de hidréxido de aluminio. Os
pontos representam os valores dos titulos obtidos para cada soro ensaiado. Aos
valores negativos ja na diluicdo de 1:100, foi atribuido o valor <100. Em A,
camundongos da linhagem DR2 (n=07); B, DR4 (n=07); C, DQ6 (n=07) e D, DQ8
(n=07). *, p<0,05; **, p<0,01; ***, p<0,001.
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8. Variabilidade Experimental

Ao longo de todo o trabalho foi identificada uma grande variabilidade da
resposta humoral nos diversos experimentos, seja entre animais de um mesmo
grupo em um determinado experimento, como também entre experimentos
realizados em periodos diferentes. A Figura 16 mostra as repostas humorais
obtidas em seis imunizacdes que foram realizadas no decorrer deste trabalho e
a variabilidade da resposta. Vale ressaltar que a producdo de animais da
linhagem DR2 foi muito baixa, impossibilitando a utilizagdo dos mesmos em
mais do que 2 experimentos distintos. Em todos os experimentos verificamos

animais que ndo responderam ao nosso agente vacinal.

Todas as imunizagbes aqui mostradas foram realizadas nas mesmas

condicoes, diferindo uma das outras apenas em relagao a data.
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Figura 16. Ensaio imunoenzimatico para deteccdo de anticorpos reativos ao StreptinCor em
grupos de camundongos imunizados com 50 pg do mesmo peptideo, na presenga de
300 pg de hidroxido de aluminio, em duas doses. O grafico mostra os experimentos
realizados em cada linhagem e os pontos representam os valores dos titulos obtidos
para cada soro ensaiado. Aos valores negativos ja na diluicao de 1:100, foi atribuido o
valor <100. Em A, camundongos da linhagem DR2 (2 experimentos); B, DR4 (6
experimentos); C, DQ6 (6 experimentos) e D, DQ8 (5 experimentos). nt — n&o testado.

9. Expressao da Molécula HLA X Resposta Humoral

A variabilidade da resposta humoral obtida nos ensaios de ELISA nao é
correlacionada a porcentagem de expressao de moléculas HLA de classe |l
encontradas na superficie das APC’s, conforme pode ser visto na Figura 17. As
linhagens DR4, DQ6 e DQ8 apresentaram uma linha de tendéncia paralela ao
eixo X cujo deslocamento a direita demonstra um aumento do titulo de
anticorpos obtidos no ELISA. Apenas a linhagem DR2 apresentou uma discreta

tendéncia de aumento do titulo de anticorpos concomitantemente com um
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aumento da porcentagem de expressdo de moléculas HLA-Il na superficie de
células CD45/B220 positivas, porém houve o inverso em relagdo a expressao

da mesma molécula na superficie de células CD11c positivas.
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Figura 17. Correlagéo entre o titulo de anticorpos obtidos nos ensaios de ELISA (eixo X) com a
porcentagem da expressédo de moléculas HLA de classe Il DR ou DQ (eixo Y), na superficie
de células CD11c+ (em vermelho) ou CD45/B220"(em azul). Cada ponto representa um
animal, sendo que todo animal iréd apresentar um ponto referente a sua porcentagem de
células CD11c’ (em vermelho) e um ponto referente & sua porcentagem de células
CD45/B220" (em azul), e ambas estardo paralelas ao eixo x, representando o titulo de
anticorpos que este animal apresentou no ensaio de ELISA. Em A, camundongos da
linhagem DR2 (n=10); B, DR4 (n=15); C, DQ6 (n=15) e D, DQ8 (n=07).
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10. Imunizagdo com Adjuvante de Freund

Para avaliar o padrao da resposta humoral na presenga de um adjuvante
capaz de polarizar a resposta imunolégica para o tipo celular utilizamos o
adjuvante de Freund e os resultados obtidos foram semelhantes aqueles
observados com o hidroxido de aluminio, ou seja, variagdo de resposta ao
peptideo apds as imunizagdes nas linhagens DR2, DR4 e DQ6, como pode ser
observado na Figura 18. O lote de animais da linhagem DR2, imunizado com o

StreptinCor, ndo apresentou resposta significativa contra o agente vacinal.
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Figura 18. Ensaio imunoenzimatico para detecgdo de imunoglobulinas reativas contra o

StreptinCor em grupos de camundongos imunizados (duas doses) com 50 pg do
mesmo peptideo (em vermelho) ou somente o veiculo (salina, em azul), na presenca
de adjuvante completo de Freund v/v (12 dose) e adjuvante incompleto de Freund v/v
(22 dose). Os pontos representam os valores dos titulos obtidos para cada soro
ensaiado. Aos valores negativos ja na diluigdo de 1:100, foi atribuido o valor <100.
Em A, camundongos da linhagem DR2 (StreptinCor n=24, salina n=12); B, DR4
(StreptIinCor n=23, salina n=11); C, DQ6 (StreptinCor n=24, salina n=12) e D, DQ8
(StreptinCor n=24, salina n=11).



Guerino-Silva, MT 56

11. Comparacao entre imunizagdées com StreptinCor e Ovalbumina.

Para verificar se a complexidade estrutural do imunégeno era capaz de
induzir uma resposta divergente daquela encontrada quando imunizadvamos os
camundongos com nosso peptideo vacinal, um grupo de camundongos,
previamente imunizados com o StreptinCor e cuja resposta humoral foi
altamente variavel, foram imunizados com uma proteina integral. A figura 19
mostra que a variabilidade da resposta manteve-se quando utilizamos um
imunégeno nao relacionado (ova). Somente os animais da linhagem DQG6
apresentaram uma diferenga significativa (p<0,04) com uma resposta a

ovalbumina maior em comparagéo ao StreptinCor.
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Figura 19. Ensaio imunoenzimatico para detecgéo de imunoglobulinas reativas ao StreptinCor
(em vermelho) e Ovalbumina (em verde). Ambos os antigenos foram
administrados em duas doses contendo 50 pg do antigeno adsorvidos em 300 ug

de hidroxido de aluminio. Os pontos representam os valores dos titulos obtidos
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para cada soro ensaiado. Aos valores negativos ja na diluigdo de 1:100, foi
atribuido o valor <100. Em A, camundongos da linhagem DR2 (n=10); B, DR4
(n=10); C, DQ6 (n=10) e D, DQ8 (n=10).

12. Ensaio de Proliferagao Celular por CFSE

A analise da proliferagao celular feita por citometria de fluxo foi realizada
com o corante intracelular CFSE e anticorpos especificos para as moléculas
CD3, CD4 e CD8. A figura 20 mostra o “gate” de andlise onde é possivel
mensurar a porcentagem de células CD3*/CD4* CFSE™®*° e¢ CD3*/CD8*
CFSE"®°_ Na figura 21 verifica-se o indice de estimulagéo (I.E.) obtido pela
analise dos dados da proliferacdo celular com CFSE. Devido a auséncia de
animais da linhagem DR2, estes ndo foram avaliados nestes experimentos.
Entre as diferentes linhagens estudadas, os DQ8 imunizados com o
StreptinCor apresentaram proliferagdo tanto de células T CD4" como CD8"
(LE.= 3,4 e 2,1, respectivamente) (Fig. 23). J& os linfocitos dos animais DR4
tiveram uma proliferagao limitrofe entre os T CD4" (I.E. = 1,95) e positiva entre
os CD8" (I.E. = 2,4) (Fig. 21), enquanto as células dos camundongos DQ6 nao
foram reativas. Vale ressaltar que as reatividades estudadas foram obtidas
somente quando uma concentragdo de 50 ug/mL de StreptinCor foi utilizada

para o estimulo das células.
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Figura 20. Em A ha a demonstracdo de um ‘gate” onde é possivel ver a porcentagem de células
CD3'/CD4"* CFSE*™ (4,33%) e em B células CD3"/CD8" CFSE ™™ (18,1%).
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Figura 21. Grafico mostrando o resultado obtido, em indice de estimulacdo (l.E.), apés a proliferagdo celular dos
animais da linhagem DR4, tendo como estimulo 10 pg (em verde) ou 50 ug de StreptinCor (em roxo). Em A
0 grupo imunizado com o StreptinCor, em B o grupo imunizado apenas com salina.
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Figura 22. Grafico mostrando o resultado obtido, em indice de estimulacdo (l.E.), apés a proliferagao celular dos

animais da linhagem DQ6, tendo como estimulo 10 pg (em verde) ou 50 pg de StreptinCor (em roxo). Em A

irdice de Estimulagio

0 grupo imunizado com o StreptinCor, em B o grupo imunizado apenas com salina.
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Figura 23. Grafico mostrando o resultado obtido, em indice de estimulagéo (l.E.), apds a proliferacdo celular dos
animais da linhagem DQ8, tendo como estimulo 10 pg (em verde) ou 50 pg de StreptinCor (em roxo). Em A

0 grupo imunizado com o StreptinCor, em B o grupo imunizado apenas com salina.

13. Padrao celular de memoéria apés proliferagao

As células dos camundongos

imunizados

e controles foram

classificadas, apds a proliferacao celular, quanto a presengca das moléculas

CD44 e CD62L. As figuras 24, 25 e 26 mostram os resultados obtidos apos a

estimulagdo dos esplendcitos com 10 e 50 yg do StreptinCor. Nos grupos
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imunizados e estimulados com 50 ug do agente vacinal foi constatado que as
células que proliferaram, tanto CD4" quanto CD8", eram em sua maioria de
memoria efetora (CD44" CD62L°). Apenas a linhagem DQ8 apresentou uma
porcentagem de linfécitos CD4" de memoria central (CD44" CD62L°), apds o

estimulo com 50ug do StreptinCor, conforme se nota na figura 26.
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Figura 24. Analise do padréo de proliferagéo celular (CFSEBai’(o )de camundongos da linhagem
DR4 com a porcentagem de células Naive (CD44™ e CD62L") em azul, linfécitos de
memoria central (CD44" e CD62L") em verde e linfécitos de memodria efetora (D44" e
CD62L°) em roxo. Nos gréficos A e C células CD4", em B e D células CD8". Na parte
superior encontra-se o grupo imunizado com StreptinCor e na parte inferior o grupo

imunizado com salina.
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Figura 25. Andlise do padrédo de proliferagéo celular de camundongos da linhagem DQ6 com
a porcentagem de células Naive (CFSE®**® CD44 e CD62L") em azul, linfocitos de
memoria central (CFSE®**° CD44* e CD62L") em verde e linfocitos de meméria
efetora (CFSE®* CD44" e CD62L") em roxo. Nos graficos A e C células CD4*, em
B e D células CD8". Na parte superior encontra-se o grupo imunizado com

StreptIinCor e na parte inferior o grupo imunizado com salina.

61
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Figura 26. Analise do padréo de proliferagéo celular de camundongos da linhagem DR4 com
a porcentagem de células Naive (CFSEBai’(0 CD44 e CD62L") em azul, linfécitos de
memoria central (CFSEBai’(0 CD44" e CD62L") em verde e linfécitos de memoria
efetora (CFSEBai’(0 CD44" e CD62L") em roxo. Nos gréaficos A e C células CD4", em
B e D células CD8". Na parte superior encontra-se o grupo imunizado com

StreptIinCor e na parte inferior o grupo imunizado com salina.

14. Andlise Histopatolégica

Foram analisados, pelo servigo de Patologia do InCor, os 6rgaos de 65
animais utilizados em nossos experimentos de durabilidade da resposta imune
humoral, 41 animais imunizados com o StreptinCor e 24 com salina,
compreendendo todas as linhagens estudadas (Tabelas 1 e 2), foram
sacrificados apds 12 meses de acompanhamento e tiveram seu coracao,
articulagdes, rins, cérebro, figado e bago retirados e encaminhado para analise

histologica. Nado observamos nenhum indicio de les&o tecidual ocasionada por
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acao do nosso agente vacinal e/ou reagado de ordem auto-imune, conforme

pode ser observado nas Figuras 27 e 28.

Tabela 1: Analise do tecido cardiaco dos animais imunizados com o streptinCor e

salina.
Animais
Linhagem lmg?:::::gzg;)m Salina Peric Mioc vMi vAo vTric
Machos | Fémeas | Machos | Fémeas
DR2 4 6 0 6 N N N N N
DR4 3 8 5 5 N N N N N
DQ6 7 4 0 6 N N N N N
DQ8 9 0 4 0 N N N N N

Peric — Pericardio; Mioc — Miocardio; vMi — valva mitral; vAo — valva adrtica; vTric — valva tricispide; N =

Normal.
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TABELA 2
Orgdos Analisados
Linhagem Imunizagdo Género Animais (N) SNC Rim Bacgo Figado Articulagdo MO (%) cel.
Machos 4 N 1/4 Inf LMN N 1/4 Hmt-2 N 98 - 100
StreptinCor 1/6 Esteat - 1
DR2 Fémeas 6 N 2/6 Hmt — 1 N 1/6 Esteat-3 N 98 - 100
1/6 Hmt -2
1/6 Esteat - 1
Salina Fémeas 6 N 1/6 Hmt -1 N 1/6 Esteat - 2 N 90 - 100
1/6 Esteat - 3
Machos 3 N N 1/3 Hmt-2 N N 90 - 100
StreptinCor
Fémeas 8 N 1/8 Inf LMN 2/8 Hmt -1 2/8 Hmt - 1 N 90 - 100
DR4
Machos 5 N N 1/5 Hmt -2 2/5 Hmt - 2 N 90 - 100
Salina
Fémeas 5 N 1/5 Inf LMN 4/5 Hmt -1 2/5 Hmt - 1 N 90 - 100
Machos 7 N N 1/7 Hmt -1 1/7 Hmt - 2 N 98 - 100
StreptinCor
DQ6 Fémeas 4 N N N 2/4 Hmt - 1 N 98 - 100
Salina Fémeas 4 N N 2/4 Hmt — 1 1/4 Hmt - 2 N 98 - 100
5/9 Hmt - 1
StreptinCor Machos 9 N N 2/9 Hmt -1 2/9 Hmt - 3 N 100
DQ8 1/4 Hmt -1 1/4 Hmt - 1
Salina Machos 4 N N 1/4 Hmt -2 1/4 Hmt - 2 N 100
1/4 Hmt -3 1/4 Hmt - 3

SNC - Sistema nervoso central; Inf LMN — Infiltrado leucocitario mononuclear; MO — Medula éssea (classificada quanto a sua % de celularidade); N - Normal
HMT — Hematopoiese extramedular e Esteat — Esteatose; classificadas em: 1- leve, 2 - moderada e 3 intensa.
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Figura 27.  Amostra de corte histolégico do tecido cardiaco para avaliagdo das valvas, miocardio e
pericardio. VD — ventriculo Direito; VE — ventriculo esquerdo; AD — atrio direito; AE — atrio
esquerdo; S — septo interventricular; vMi — valva mitral; vAo — valva adrtica; vTric — valva
tricispide. Em A corte histolégico apresentando as 4 camaras cardiacas (aumento 10x); B
valva tricispide (aumento 25x); C valva mitral (aumento 50x) e D valva adrtica (aumento
25x). Os cortes histoldgicos foram corados hematoxilina e eosina (HE).
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Figura 28. Amostras dos cortes histologicos analisados. Em A articulagdo (aumento 25x); B rim
(aumento 200x); C bagco (aumento 400x); D cérebro (aumento 100x) e E figado

(aumento 400x). Os cortes histologicos foram corados hematoxilina e eosina (HE).
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Discussao
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Os animais utilizados para o desenvolvimento deste trabalho
apresentam moléculas do complexo principal de histocompatibilidade de classe
Il transgénicas. Essas moléculas sdo cruciais no desencadeamento da
resposta imune, tanto pela apresentagdo de antigenos processados aos
receptores de linfocitos T (TCR), como pela ativagao dos linfécitos B que serao
estimulados a produzir anticorpos especificos. Estes animais nao expressam
as moléculas de classe Il murinas (IA/IE) e tém a apresentagdo de antigenos
exogenos realizada apenas pelas moléculas HLA de classe Il (DR ou DQ),

produto do transgene que |hes foi inserido (Cheng et al, 2003).

Essas caracteristicas tornam esses animais excelentes modelos
experimentais para o estudo de um agente vacinal, uma vez que prediz a
capacidade deste agente, apds ser processado por células apresentadoras,
ativar os linfécitos T e desencadear uma resposta imunoldgica adaptativa com
comprometimento de linfécitos B, producao de linfocitos de memaria, e acima

de tudo, uma resposta imune similar ou préxima aquela encontrada e humanos.

Os dados aqui apresentados mostram que o0s camundongos
transgénicos para as moléculas de HLA de classe Il humanas DR2, DR4, DQ6
e DQ8 desenvolvem boa resposta humoral, com producdo de anticorpos
especificos para o agente vacinal (StreptinCor). Estes anticorpos,
principalmente da subclasse 1gG1, foram capazes de reconhecer ndo s6 o
préprio peptideo utilizado na imunizagdo como distinguir os epitopos no
contexto da proteina M1 que é heteréloga aquela utilizada para o

desenvolvimento do StreptinCor. Além disso, ndo observamos indicios de
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efeitos deletérios aos animais conforme os dados obtidos na analise

histopatoldgica dos 6rgaos estudados.

Apesar dos camundongos da linhagem DR2 apresentarem dificuldades
para a reproducdo e nao responderam ao procedimento para super ovulacao,
foi possivel contornar este problema utilizando os machos e fémeas
transgénicos para o gene DR2 em procedimentos de retro cruzamento entre
fémeas e machos portadores do gene DQG6. Assim, obtivemos machos e
fémeas que expressavam o gene DR2 e, interessantemente, ndo expressaram
o gene DQ6. Apds algumas geragbes de camundongos, em funcdo do retro
cruzamento confirmamos que os animais obtidos expressavam somente o gene
DR2, em detrimento do DQ6 parental, sugerindo homozigose para DR2. Outra
dificuldade que tivemos, sobretudo no inicio do estabelecimento das colbnias,
foi o baixo numero de animais gerados que expressavam o transgene, fato
observado para todas as linhagens. Contornamos estes problemas
aumentando os numeros de matrizes, com a formagao de novos casais. Apesar
dos animais transgénicos se reproduzirem mais lentamente que as linhagens
convencionais, os camundongos das linhagens DR4 e DQ6 foram os que se
adaptaram melhor em nosso ambiente e produziram camundongos com maior

frequéncia.

Estes camundongos ja foram utilizados em trabalhos similares para a
avaliacdo de uma vacina multi-epitdpica contra o virus da imunodeficiéncia
humana. Neste trabalho as quatro linhagens de camundongos transgénicos
(DR2, DR4, DQ6 e DQ8) apresentaram boa resposta proliferativa de linfcitos T

CD4", enquanto que a resposta proliferativa dos linfocitos T CD8" foi superior
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nos camundongos que apresentavam as moléculas HLA-DR2 e DR4. Ao
analisar a produgao de IFN-y pela técnica de ELISPOT, as quatro linhagens
produziram boa quantidade dessa citocina, sendo que mais uma vez os
animais das linhagens portadoras das moléculas HLA-DR2 e DR4
apresentaram uma resposta maior. Por fim, ao estudar a capacidade
proliferativa individual, ao estimulo de cada um dos 18 peptideos presentes
nessa vacina multi-epitopica, foi observado que a linhagem de camundongos
DQ6 apresentou a melhor capacidade proliferativa individual (10/18) em
relacdo as linhagens DR2 (3/18), DR4 (4/18) e DQ8 (1/18) (Ribeiro et al,

2010).

Em nossos experimentos para a avaliacdo da resposta imune humoral
nos camundongos transgénicos utilizamos o hidréxido de aluminio como
adjuvante. A utilizagdo de substancias para induzir o aumento da resposta
imune foi demonstrada pelos estudos pioneiros de Ramon (1955), que mostrou
ser possivel aumentar artificialmente os niveis de antitoxinas tetanicas
produzidas por uma vacina ao adicionar a férmula substancias como amido,
lectina ou saponinas. Estas substancias, quando combinadas aos antigenos,
apresentam a propriedade de induzir niveis mais altos de imunidade e,
portanto, receberam o nome de adjuvantes ou, em certos casos,
imunoestimulantes. Os adjuvantes incrementam o afluxo de linfécitos e
modulam a permanéncia de outras células inflamatérias no local de deposicao
do antigeno, aumentando o tempo de exposi¢cao em fungéo da liberagdo mais
lenta, prolongando sua interagdo com os macrofagos e células apresentadoras
de antigenos. A grande questdo na utilizagdo de adjuvantes em vacinas esta

na toxicidade e nos efeitos adversos de muitas formulagbes (Gupta & Siber,
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1995). Edelman (1980) listou inumeros critérios que garantem a seguranga de

vacinas conjugadas a adjuvantes.

Dentre os diversos adjuvantes descritos, os sais de aluminio tém sido
utilizados em vacinas veterinarias e humanas desde 1930. Seu uso apresenta
pequena ou nenhuma toxicidade sistémica. O hidroxido de aluminio induz
resposta imunolégica do tipo Th2 (T helper 2), associada com a produgao de
interleucina 4 (IL-4) e anticorpos 1gG1, IgE e IgA secretdria (Mosmann &
Coffman, 1989), estimulando principalmente a imunidade humoral, sendo muito

pobre a indugao de resposta mediada por célula (Schirmbeck et al, 1994).

A escolha do hidréxido de aluminio como adjuvante em nossos
ensaios experimentais teve base nos dados ja descritos na literatura sobre sua
funcionalidade e utilizagdo em larga escala nas diversas vacinas em uso,
sendo possivel dessa forma, diminuir a dose necessaria de antigeno, reduzindo
os custos das vacinas (Singh & O'Hagan, 1999). A capacidade imunogénica do
StreptinCor “n vivo”, em camundongos isogénicos (BALB/c e C57BL/6) e
‘outbred” (Swiss), foi estudada com duas imunizagbes contendo 10 ug do
StreptinCor. No entanto os camundongos transgénicos, portadores de HLA de
classe Il humanos nao apresentaram boa resposta para essa concentracao.
Apos realizagao de uma cinética de dose-resposta ao StreptinCor, constatamos
que duas doses de 50 ug foram necessarias para a obtengcado de uma resposta
humoral semelhante a observada para os camundongos convencionais.
Observamos uma vigorosa produgao de anticorpos especificos por animais
imunizados com o StreptinCor em todas as linhagens transgénicas. Vale

ressaltar que os camundongos que expressavam os transgenes DQ6 e DQ8,
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cuja média de titulo dos anticorpos era de aproximadamente 1:12800,
apresentaram uma resposta imune humoral mais elevada que os animais que
expressavam os genes DR2 e DR4 com médias dos titulos de 1:5000 e 1:4000,
respectivamente. Estes dados sugerem apresentagdo antigénica mais eficaz
por parte de moléculas DQ6 e DQ8 em relacdo as moléculas de classe Il do
tipo DR. Também observamos auséncia de resposta imune humoral em alguns
animais das diversas linhagens provavelmente por deficiéncias do repertorio de

células T.

Dentre as subclasses de IgG, verificamos principalmente a produgéao
de IgG1, observagdo esperada, uma vez que a indugdo deste isotipo €&
dependente de IL-4, produzida em resposta imune do tipo Th2, observada em
imunizagbes na qual se emprega o hidréxido de aluminio (Cox & Coulter, 1997;
Hunter, 2002; Stewart-Tull, 2003). O predominio de resposta do tipo Th2 foi
corroborado pela auséncia da produgdo de imunoglobulinas especificas ao
StreptinCor, da subclasse IgG2a, cuja producdo € induzida pelo IFN-y, uma
citocina fundamental em respostas do tipo Th1. Interessantemente,
observamos a produgao de IgG2b (dependente da produgdo de TGF-p),
especifica ao StreptinCor em alguns animais das quatro linhagens estudas.
Finalmente, produgao significativa de 1gG3, que é regulada pela produgéo de
IFN-y, foi observada em um animal da linhagem DQ8, imunizado com o

StreptinCor.

Tendo comprovado que os anticorpos gerados apos a imunizagao
eram especificos ao StreptinCor, procuramos avaliar a capacidade de

reconhecimento de sua sequéncia em uma proteina heteréloga. O fato da
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regiao C-terminal ser conservada na maioria das cepas de S. pyogenes, o0 que
possibilita a producao de uma vacina universal, bem como o fato da proteina
M1 ser o sorotipo mais prevalente em casos de estreptococcias no mundo e
em Sao Paulo, nos levou a estudar a capacidade de reconhecimento cruzado
pelos anticorpos dos animais imunizados com o StreptInCor e a proteina M1
recombinante. Observamos que a maioria dos soros hiperimunes foi capaz de
reconhecer os epitopos presentes nessa proteina M heterdloga, este fato é
indicativo de que os anticorpos produzidos s&o capazes de interagir com
diferentes cepas de S. pyogenes. Apesar dos resultados promissores, ha
necessidade de se avaliar a reatividade dos anticorpos contra diferentes cepas
do S. pyogenes, e desta forma comprovar a abrangéncia obtida com as

imunizacoes.

Diversas cepas de S. pyogenes ja foram relacionadas ao
desenvolvimento da FR/DRC e glomerulonefrite, sendo consideradas
reumatogénicas ou nefritogénicas, respectivamente. Recentemente em um
estudo realizado por nosso grupo (Freschi de Barros et al, 2006; manuscrito em
preparagao) foram genotipadas 177 amostras de S. pyogenes isoladas de
diversos sitios de infeccdo obtidas do banco de cepas do Laboratério Central
do Hospital das Clinicas (HC-FMUSP), no periodo de 2001 a 2008. Neste
estudo observou-se que a cepa M1 foi a mais frequentemente isolada (20%),
seguida de M87, M22, M12 e M77. Os resultados obtidos sdo compativeis aos
observados em estudos realizados em diversos paises, particularmente nos

EUA (Steer et al, 2009).
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Este estudo é muito importante, pois os resultados obtidos sao
representativos da distribuicdo das principais cepas de S. pyogenes isoladas
de pacientes com infec¢des invasivas e nao invasivas tratadas no HC-FMUSP

o qual recebe pacientes provenientes de diversas localidades do Brasil.

A avaliagdo da durabilidade da resposta imune humoral apresentada
pelos animais imunizados com o StreptinCor, apds 12 meses da Ultima

imunizacdo mostrou a presenca de anticorpos especificos ao StreptinCor

Considerando que os linfocitos T auxiliadores (T CD4") s&o cruciais
para o desenvolvimento da resposta imunoldgica adaptativa com mudanga na
classe de imunoglobulinas para conferir imunidade rapida e efetiva as re-
exposi¢cdes ao antigeno, pelas células de memdria, procuramos também avaliar
a capacidade proliferativa das células esplénicas dos animais imunizados e
controles. Apenas a linhagem DQ8 imunizada com o StreptinCor apresentou
resposta proliferativa, tanto de linfécitos CD4" quanto CD8", e essa linhagem
foi a que apresentou melhores resultados da resposta humoral. A linhagem
DR4 também apresentou resposta celular proliferativa de linfocitos CD8*

especifica ao StreptinCor.

O processo de ativacao de células T e sua diferenciacdo em células de
memoria levam a expressdo de determinadas moléculas em sua superficie,
que auxiliam em sua migracdo para determinados sitios do organismo. As
expressdes destas moléculas permitem dividir as populagdes em ndo reativa
(naive), de memoria central e de memoria efetora. As moléculas L-Selectina
(CD62L), presentes em linfécitos “naive”, se ligam as vénulas do endotélio alto,

presente nos linfonodos e permitem a sua entrada nos 6rgéos linféides
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secundarios, onde serdo ativados apds sua interagdo com as células
apresentadoras de antigenos, desta forma os linfécitos passarao a expressar
outras moléculas como CD44, que é um marcador de linfocitos T ativados e de
memoéria efetora, que favorece a migracdo dessas células para um
determinado sitio inflamatério. As células de memdria central expressam tanto
a molécula CD62L quanto CD44, e tem a fungao de desencadear resposta
imunoldgica especifica, com maior intensidade, aos antigenos encontrados no
interior de o6rgaos linféides secundarios (Gerberick et al, 1997). Em nossos
experimentos, a analise do padrao celular apdés a proliferacdo mostrou
prevaléncia de células T CD4" de memoria efetora (CD44*CD62L°), apenas nas
linhagens DR4 e DQ8 e células T CD8" de memdria efetora (CD44"CD62L") em
todas as linhagens avaliadas (DR4, DQ6 e DQ8), esse padrao foi observado
nos grupos que foram imunizados com o StreptinCor apds a estimulagéo dos
esplendcitos com 50 ug do mesmo antigeno. Os animais da linhagem DR2 nao
foram utilizados nestes experimentos devido a deficiéncias na procriacao,

durante o desenvolvimento do projeto, conforme descrito.

O grande desafio em se produzir uma vacina contra o S. pyogenes é
nao induzir resposta auto-imune. Para avaliar a seguranga da vacina “in vitro”,
verificamos se havia resposta cruzada entre os anticorpos anti-StreptinCor e a
miosina cardiaca, que € a principal proteina cardiaca e que possui diversos
epitopos de reacdo cruzada reconhecidos por anticorpos e linfécitos T de
pacientes portadores de FR e DRC (Faé et al, 2006). Em modelo animal,
GALVIN et al (2002), mostraram que diferentes regides da miosina parecem
estar relacionadas com a inducdo de miocardite e valvulite em ratos. Assim, o

fragmento S2 da miosina produziu miocardite em ratos, além de induzir
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valvulite. Por outro lado, diferentes regides da cadeia leve da miosina (LMM)
foram capazes de induzir valvulite (residuos de aminoacidos entre 1685 e
1936, peptideos sintéticos LMM-31 até LMM-49) ou miocardite (residuos 1529
até 1611, representados pelos peptideos LMM-19 até LMM-24). Em nossos
experimentos ndo observamos reatividade cruzada contra a miosina cardiaca

integral, em ensaios imunoenzimaticos apos a imunizagédo com o StreptinCor.

Outro dado favoravel a seguranga da imunizagao com o StreptinCor foi
a auséncia de sinais de miocardite e/ou valvulite nestes camundongos, quando
observados os cortes histolégicos do coragdo destes animais, bem como nao
foi observado nenhum tipo de sinal patoldgico nos diferentes 6rgaos avaliados

que pudessem ser atribuidos ao agente vacinal.

O fato de observarmos grande variagdo na intensidade da resposta
humoral entre camundongos imunizados com StreptinCor nos levou a
considerar que, apesar dos transgenes estarem presentes nos animais
estudados, as respectivas moléculas poderiam estar ausentes na superficie
das células. Portanto, pesquisamos a expressao das moléculas DQ e DR nas
células dos camundongos transgénicos. As linhagens DR2, DQ6 e DQ8
apresentaram elevada porcentagem de moléculas HLA-Il presentes na
superficie de macrofagos, principalmente, e uma porcentagem menor na
superficie de células dendriticas. Apenas a linhagem DR4 apresentou
porcentagem muito baixa de HLA de classe Il na superficie de células
dendriticas. Interessantemente a presenca dessas moléculas em maior ou
menor quantidade ndo se correlacionava ao titulo de anticorpos encontrados

nos ensaios de ELISA, ou seja, mesmo animais que apresentavam baixa
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porcentagem de moléculas na superficie mostravam altos titulos de anticorpos,
assim como animais com alta porcentagem de moléculas apresentavam baixos
titulos de anticorpos. Diante desse resultado, verificamos a possibilidade da
ocorréncia de producdao de moléculas de MHC de classe Il quiméricas,
contendo uma cadeia alfa ou beta do H2 murina que se ligaria a uma cadeia
complementar da molécula HLA de classe Il, que poderia justificar resposta
imunoldgica variavel. Apesar dos camundongos utilizados terem uma delecéo
para os genes que codificam as cadeias Aa e EB, do MHC-Il murino, os genes
que codificam as cadeias AB e Ea ainda estido presentes, estando apenas
silenciados, portando poderiam ter voltado a serem expressos, em algum
momento, devido aos varios acasalamentos. No entanto, os resultados obtidos
comprovam a total auséncia de artefatos da moléculas de MHC de classe |l

murinas (lA e IE).

Frente a variabilidade da resposta imune humoral encontrada apods a
imunizagdo com o StreptinCor adsorvido em hidréxido de aluminio, que induz
classicamente uma resposta do tipo Th2, decidimos usar um adjuvante
diferente, que fosse capaz de induzir resposta imune do tipo Th1. Devido a seu
grande efeito imunoestimulante, o adjuvante de Freund tem sido utilizado
extensivamente em vacinas experimentais, tanto por sua capacidade de induzir
respostas do tipo celular (Th1) como humoral, com produgédo de anticorpos
(Cox & Coulter, 1997). A formulagdo basica do adjuvante de Freund é uma
emulsdo de agua em o6leo mineral (Adjuvante Incompleto de Freund - AIF) a
qual pode ter seu efeito imunoestimulante aumentado quando se adiciona
Mycobacterium ssp. inativado (Adjuvante Completo de Freund - ACF). No

entanto os resultados com a utilizagdo de adjuvante de Freund foram
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semelhantes aos obtidos com hidréxido de aluminio, uma vez que as linhagens
DR2, DR4 e DQ6 apresentaram animais que nao foram capazes de produzir
anticorpos ap6s a imunizagdo com o StreptinCor na presenca do adjuvante de
Freund. Estes dados sugerem que as diferengas observadas da resposta entre
as linhagens de camundongos transgénicos ndo se deve exclusivamente ao
hidréxido de aluminio, e podem ser atribuidas a deficiéncias relacionadas a

apresentagao antigénica e repertorio de células T.

O fato de nao observamos diferencas da resposta imune, quando
comparamos os adjuvantes, nos levou a avaliar a resposta destes animais
frente a uma proteina maior e mais complexa que o StreptinCor. Para tal, os
animais transgénicos que previamente haviam sido imunizados com
StreptinCor (6 kDa), foram imunizados com ovalbumina (OVA, 43 kDa) ambos
adsorvidos ao hidréxido de aluminio e a resposta também foi altamente variavel
entre os animais de uma mesma linhagem e entre elas. Mais além, nao foi
observada correlagdes entre as imunizagdes em um mesmo animal, ou seja,
animais que obtiveram alto titulo de anticorpos quando imunizados com o
StreptinCor apresentaram baixos titulos de anticorpos quando imunizados com
OVA e vice-versa. Estes dados indicam que a reposta variavel observada
dentro dos grupos experimentais ndo esta relacionada com o nosso agente
vacinal, mas sim com o repertério imunoldgico que estes animais desenvolvem,

na presencga das moléculas transgénicas.

Um ponto importante a ser ressaltado é que os animais transgénicos,
inevitavelmente, ttm uma quantidade menor de moléculas MHC-II expressas

na superficie dos mondcitos / células dendriticas, uma vez que eles
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apresentam apenas um alelo MHC-Il, a do transgene, enquanto um
camundongo normal apresentaria dois alelos provenientes dos “locr” IA e IE. Ha
ainda o fato que toda resposta imunoldgica é desencadeada por uma molécula
MHC-II xenogénica, enquanto que as moléculas acessorias responsaveis pela
sinalizagao e estabelecimento de uma resposta imune eficaz sdo murinas. Isso
nos leva a crer que durante o processo de selecdo e maturagao do repertério
linfocitario, no interior do timo em alguns camundongos, ocorra um disturbio
que leva a deficiéncia em sua habilidade de desenvolver uma resposta imune
eficaz. Este processo poderia justificar o fato da resposta imunolégica de
alguns animais ser discrepante e, possivelmente responsavel pela baixa
resposta em relagdo aos camundongos “inbred” (BALB/c e C57BI/6) e “outbred”

(Swiss).

O conjunto dos resultados obtidos neste trabalho sugerem que o
StreptinCor € um bom indutor de resposta imunolégica, principalmente do tipo
humoral, com a producao de anticorpos especificos, que também sio capazes
de reconhecer uma cepa de S. pyogenes heteréloga aquela em que sua
sequéncia foi baseada. Esses anticorpos nao apresentam reconhecimento
cruzado com a miosina cardiaca ou capacidade de desencadear uma resposta
imune deletéria, principalmente naqueles érgaos e tecidos acometidos durante
episodios de infeccdes estreptocdcicas e suas complicagdes, conforme foi visto
nos ensaios imunoenzimaticos e nas analises histopatoldgicas,
respectivamente. Por fim, esses resultados sao enaltecidos por terem sido
produzidos em um modelo experimental, cujo processo de desencadeamento

da resposta imune foi totalmente mediado por uma molécula HLA de classe Il.
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Conclusao Geral

O StreptinCor apresentou boa capacidade imunogénica no contexto de
quatro moléculas de HLA de classe |l transgénicas diferentes, ao analisar a
resposta imune humoral (DR2, DR4, DQ6 e DQ8), e uma resposta celular
satisfatéria nas 3 linhagens estudadas (DR4, DQ6 e DQ8). Os estudos
histopatoldgicos mostraram que seu uso é seguro, uma vez que nao foram
observados sinais patolégicos ou danos teciduais, desencadeados pela sua

administragéo, nos diversos cortes histolégicos dos érgaos desses animais.

Pontos Relevantes

1 - A administracdo do StreptinCor, na presenca de hidréxido de
aluminio, foi capaz de induzir a producao de anticorpos especificos contra o
mesmo peptideo, os quais continuaram a ser detectados apdés um longo
periodo, fato observado em animais imunizados das linhagens transgénicas

para DR2, DR4, DQ6 e DQS8;

2 - Dentre as imunoglobulinas reativas contra o StreptinCor, o isotipo
IgG1 foi predominante nos animais DR2, DR4, DQ6 e DQ8 imunizados com o
StreptinCor. Esta constatacao esta de acordo com os protocolos de imunizagcao
que utilizam o hidréxido de aluminio como adjuvante, que induz a produgéo de
IL-4.

3 - O soro dos animais imunizados com o peptideo foi capaz de reagir
contra a proteina M1 heteréloga, indicando a capacidade de reconhecimento

de epitopos presentes em proteina M diferente da utilizada nos estudos e
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delineamento do StreptinCor (proteina M5), e mostra que o mesmo pode
induzir uma protec¢ao contra S. pyogenes de diferentes sorotipos.

4 - Os esplendcitos dos camundongos, das linhagens DR4 e DQS8,
imunizados com o StreptinCor foram capazes de proliferarem quando
estimulados com 50 ug do mesmo antigeno e a analise do padrédo das células

que proliferaram mostrou uma prevaléncia de células de memodria efetora.

5 — Foi constatado que os camundongos estudados além de
apresentarem o transgene HLA-Il também expressavam as moléculas na
superficie de suas APC’s. Foi descartada a possibilidade da geragdo de uma

molécula quimérica de MHC-II.

6 - Nao observamos indicios de resposta cruzada contra a miosina
cardiaca em nenhum soro testado, em ensaios de ELISA. Estudos
histopatolégicos efetuados até o momento mostraram que a administragdo do
StreptinCor nado induziu resposta auto-imune. Também nao foram observados
sinais de toxicidade ou danos teciduais ocasionados pela administracao do

StreptinCor nos camundongos transgénicos (DR2, DR4, DQ6 e DQS8).
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Em reunido na presente data, o Comité de Etica em Pesquisa do Instituto
de Medicina Tropical de Sao Paulo da Universidade de Sao Paulo analisou e
aprovou, no que diz respeito aos aspectos de natureza da ética em
experimentacdo animal, o projeto de pesquisa classificado sob nimero CEP-
IMT/019/24072008 e intitulado “Avaliagdo de potencial agente vacinal contra o
S.pyogenes em camundongos transgénicos, portadores de genes HLA de classe Il
humanos” sob a responsabilidade da Dra.Luiza Guilherme Guglielmi.
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Streptococcus pyogenes infections remain a health problem in several countries because of post-
streptococcal sequelae, such as rheumatic fever and rheumatic heart disease. We developed a vaccine
epitope (StreptinCor) composed of 55 amino acid residues of the C-terminal portion of the M protein
that encompasses both T and B cell protective epitopes. Recently, by using human blood samples, we
showed that the StreptInCor epitope is able to bind to different HLA class Il molecules and that it could
be considered a universal vaccine epitope. In the present work, we evaluated the immune response of

?e;/;;(;:isés HLA class II transgenic mice against aluminum hydroxide-absorbed StreptInCor. After a period of one
\)a ccine year, several organs were analyzed histologically to verify the safety of the candidate vaccine epitope.

Our results showed that StreptInCor is able to induce robust and safe and long lasting immune response

HLA class II transgenic mice
without deleterious reactions in several organs. In conclusion, the results presented here indicate that

Humoral immune response

Histopathology

StreptInCor could be considered a safe vaccine against severe streptococcus-induced diseases.

© 2011 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Group A streptococci (GAS) are responsible for several
human diseases, such as pharyngitis. These diseases may lead
to post-streptococcal sequelae, including autoimmune disorders
glomerulonephritis and rheumatic fever (RF). Non-autoimmune
post-streptococcal sequelae that are caused by the cutaneous infec-
tions include necrotizing fasciitis and toxic shock syndrome.

The global incidence of diseases caused by GAS is not clearly
resolved. In developing countries, many cases go untreated, and
consequently, the health system is not notified. Although the esti-
mates are misinformed, it is estimated that there are more than
15 million people around the world with rheumatic heart disease
(RHD), the most severe sequel of RF. An estimated 300,000 new
cases of RHD occur each year, and over 200,000 deaths caused by
RHD each year [1]. The Brazilian public health system spent over
90 million U.S. dollars for treatment of RF and RHD patients. Fur-
thermore, 31% of all cardiac surgeries in children are related to RF,

* Corresponding author at: Luiza Guilherme, Laboratério de Imunologia, Instituto
do Coragdo (HC-FMUSP), Av. Dr. Eneas de Carvalho Aguiar, 44, 05403-000 Sao Paulo,
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which is also responsible for 7.5% mortality per year. Finally, it is
estimated that Brazil has over 10 million cases of throat infections
caused by Streptococci that lead to 30,000 new cases of RF each
year [2].

The M protein is the major virulence factor of GAS. The M pro-
tein involves bacterial adhesion, evasion, and promotes immune
responses to GAS because of its immunogenicity [3]. It is composed
of N and C-terminal portions; the N-terminal region is hypervari-
able and highly immunogenic whereas the C-terminal region is
highly conserved among the most GAS strains. The mechanisms
leading to RF and RHD involve a cross-reaction between the N-
terminal region of the alpha-helical coiled-coil M protein and
self-proteins, mainly cardiac proteins. Accordingly, the homology
between the M protein and human proteins myosin, tropomyosin,
keratin [4] and fibrillar collagen, the major component of heart
valves [5], could be involved with the autoimmune response by the
molecular mimicry mechanism [6-11]. In other words, the pro-
duction of cross-reactive antibodies raised against GAS could be
specifically within cardiac tissue, which would lead to an increased
expression of the adhesion molecule VCAM-I [12] that facilitate
the lymphocytic infiltration through the valve surface endothe-
lium. This mechanism appears to be the initiating step for tissue
damage and disease pathogenesis [12]. Both streptococcal primed
CD4* and CD8* T lymphocytes are recruited probably under spe-
cific chemokine. This scenario might promote enhanced infiltration
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of mononuclear cells to the lesion and the production of inflamma-
tory cytokines, such as IFN-y and TNF-q, resulting in further tissue
destruction and necrosis [12-14].

The triggering of an autoimmune response involves antigenic
presentation by macrophages via human leukocyte antigen-II
(HLA-II) molecules to the T cell receptor. These molecules are genet-
ically controlled and some alleles have already been described as
being associated with the development of RF/RHD. Briefly, DR2 and
DR4 were found in association with individuals in America; DR4,
in Saudi Arabia; DR1 and DR6, in South Africa; DR7 and DR11, in
Turkey; and DR7 and DR53, in Brazil. It is interesting to note that
a DR7 defined molecular approach was also found in Latvians and
Egyptians, and this was associated with the worsening of the valve
damage [15].

The epidemiological growth of streptococcal diseases and the
high treatment costs generated by complications caused by RF have
encouraged many groups to study vaccine candidates to prevent
GAS infections. Because of the importance and immunogenicity of
the M protein in GAS infections, some vaccine models against GAS
are being developed that involve different regions of this protein.
A vaccine currently under clinical trials is based on the N-terminal
region of the M protein and contains sequences from 26 of the most
prevalent serotypes of GAS in the USA [16-19]. Additionally, an
Australian group has developed a vaccine based on a C-terminal B
epitope in the M protein that is conjugated to a universal T epitope
and Toll-like receptor target lipoproteins [20].

We have been studying a sequence of amino acids present in the
C-terminus of the M protein to develop a subunit vaccine that is able
toinduce protection against different GAS strains. To define the vac-
cine epitope, we tested a large panel of approximately 900 sera and
peripheral blood mononuclear cell (PBMC) samples that enabled
us to identify both B and T immunodominant epitopes and then
to construct a candidate vaccine composed of 55 of these amino
acid residues [21]. Recently, we showed that this vaccine epitope,
identified as StreptInCor (medical identity), has three-dimensional
structural features that make it recognizable to any HLA class II
resulting in T cell activation and differentiation into effectors and
memory cells [22]. Specific antibodies raised against StreptinCor
were able to recognize heterologous M1 protein in immunized iso-
genic mice, which suggests that our candidate vaccine has broad
coverage.

MHC-II transgenic mouse models have a complete deletion of
murine H2 molecules [23]. These models are an important approach
to study the relationship of HLA-II molecules and autoimmunity
[24-27] and therefore could be an important model to study the
immune response to vaccines. In the present work, MHC class II
transgenic mice carrying human HLA class II alleles were evalu-
ated. HLA DRB1.1502 (DR2), DRB1.0401 (DR4), DQB1.0601 (DQ6)
and DQB1.0302 (DQ8) transgenic mice were used to study humoral
immune responses after immunization with StreptInCor. These ani-
mals were followed for 12 months to monitor the humoral immune
responses and safety control. The results presented here showed
high titers of specific antibodies, and no signs of tissue damage or
autoimmune disorders were observed, indicating that the Strept-
InCor could be an immunogenic and safe vaccine.

2. Methods
2.1. StreptInCor vaccine epitope

The vaccine epitope consists of 55 amino acid residues as
follows: KGLRRDLDASREAKKQLEAEQQKLEEQNKISEASRKGLRRDL-
DASREAKKQVEK, as previously described [21] (patents INPI
0501290/0604997-4, PCT-BR07/000184).

2.2. Mice

Specific pathogen-free, 6- to 8-week-old HLA-class II
DRB1*1502 (DR2), DRB1*0401 (DR4), DQB1*0601(DQ6) and
DQB1*0302 (DQ8) transgenic mice were used in this study
[24,25,28]. All transgenic mice were kindly provided by Dr. Chella
S. David (Department of Immunology, Mayo Clinic, Rochester, USA)
and were maintained and manipulated in the animal facility of
the Tropical Medicine Institute, Medical School, University of Sdo
Paulo, Brazil. The mice were housed in autoclaved micro isolator
cages (Alesco, Brazil) and manipulated under aseptic conditions.
All procedures were performed in accordance with the Brazilian
Committee for Animal Care and Use (COBEA) guidelines.

The presence of the HLA-class II transgene in all mice studied
was verified by molecular biology techniques using skin biopsies.
All mice that did not have the HLA class Il transgene were discarded
and were not used in this study. We also evaluated the presence
of the HLA class Il molecules on the surface of antigen presenting
cells from the peripheral blood to control for the expression of the
specific transgene (data not shown).

2.3. Immunization

HLA-class II transgenic mice received two subcutaneous doses
(100 wL) on days O and 14 of a suspension containing 50 wg
of StreptinCor absorbed onto 300wg of AI(OH); (aluminum
hydroxide). Animals receiving saline plus adjuvant were used
as experimental controls for immunization. Sera samples were
obtained from mice on day 28 following immunization while under
light anesthesia by retro-orbital puncture.

2.4. Sera antibody measurement

Sera antibody titers were determined by ELISA. Briefly, 1 g
of StreptInCor vaccine epitope and overlapping peptides, porcine
cardiac myosin (Sigma, USA), or M1 recombinant protein (clone
kindly provided by Prof Patrick Cleary, University of Minnesota
Medical School, MN, USA) produced and purified in our lab,
were diluted in coating buffer (0.05M carbonate-bicarbonate, pH
9.6, 50 pL/w) and was added to a 96-well MaxiSorp assay plate
(Nunc, Denmark). After overnight incubation, the plates were
blocked with 0.25% gelatin (Sigma) diluted in 0.05% Tween-20
(Sigma, USA) in PBS (dilution buffer) for 1h at room tempera-
ture. Starting at 1/100 in dilution buffer, serial 2-fold dilutions
were added to the plates (50 wL/w). After a 2h incubation at
37°C and three washes (200 wL/w) with 0.05% Tween 20 in PBS
(rinse buffer), the plates were incubated for another hour at 37 °C
with peroxidase-conjugated anti-mouse IgG (Pharmingen, USA) at
1:2000 in dilution buffer (50 wL/w). The plates were then washed
three times (200 wL/w) with rinse buffer, and the reaction was
revealed with 50 pL/w of 0.4 mg/mL ortophenylenediamine (OPD,
Sigma, USA) in 100 mM sodium citrate (Merck, Germany) contain-
ing 0.03% H,0, (Merck). After 10 min at room temperature, the
reactions were stopped using 4N H,SO,4, and the optical density
was evaluated using a 490 nm ELISA filter in an MR4000 ELISA plate
reader (Dynatech, USA). To study IgG isotypes, the biotinylated con-
jugates anti-mouse IgG1, IgG2a, IgG2b and IgG3 (Pharmingen, USA)
were used at 2 pug/mL (50 wL/w)and incubated for 1 hat 37 °C. After
three washes with rinse buffer, the plates were incubated with
streptavidin peroxidase (Pharmingen, USA) at 1/1000 (50 pL/w) for
1h at 37°C. Finally, the reaction was finished as described above.

2.5. Western blot

Lysate of heart tissue was obtained from post mortem nor-
mal human myocardium, separated by 10% SDS-PAGE and blotted
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Fig. 1. StreptInCor-reactive IgG isotypes. Sera from HLA class II transgenic mice
(n=6) immunized with 50 pg of StreptInCor absorbed into 300 pg of aluminum
hydroxide. The titer obtained for each serum sample is represented as data point.
Titers less than 100 are represented as negative values. DR2 transgenic (tg) mice
(@); DR4 tg mice (O); DQ6 tg mice (4), and DQ8 tg mice (O).

onto nitrocellulose membranes as described [29,30]. The blots were
divided into strips and blocked with Tris buffered saline containing
5% of skim milk. The strips were sequentially treated with a pool
of immunized and non-immunized (controls) transgenic mice sera,
followed by a treatment with anti-mouse IgG alkaline phosphatase
and revealed in the presence of NBT-BCIP solution (Invitrogen,
USA). Positive control: mouse anti-porcine myosin serum. Negative
control: pre-immune mouse serum.

2.6. Histopathological analysis

After 12 months, immunized mice and controls were sacrificed
and the heart, liver, spleen, brain, kidney and articulations were
collected. The tissues were immediately fixed in PBS containing 10%
formaldehyde, paraffin-processed, and histological sections were
evaluated after staining with hematoxylin and eosin (H&E).

3. Results
3.1. StreptInCor induces high IgG antibody titers

StreptinCor was able to induce a robust immune response in
all HLA class II transgenic mice studied 28 days after immuniza-
tion. DQ6 and DQ8 transgenic mice presented the highest titers of
total IgG (>1:12,800) (Fig. 1). We observed variable IgG produc-
tion among the DR4 transgenic mice (>1:800 and 1:12,800) (Fig. 1).
Among the IgG isotypes, IgG1 and IgG2b were induced in all the
transgenic mice and IgG3 was only produced in the DQ8 transgenic
mice (Fig. 1). Control animals receiving only aluminum hydroxide
did not present any reactivity to StreptInCor (data not shown). To
verify whether the immune response against StreptInCor was spe-
cific, we analyzed the reactivity of the immunized transgenic mice
recognize the immunogenic vaccine epitope in the heterologous
M1 recombinant (rM1) protein. Our results showed that all DR2,
DR4, and DQ8 mice and 3 out of 6 DQ6 mice were reactive against
rM1 protein (Fig. 2). It is interesting to note that the levels of anti-
IgG antibodies against rM1 protein were lower (1:100 to 1:3200)
(Fig. 2). Additionally, none of the transgenic mice developed anti-
bodies against either porcine cardiac myosin (Fig. 2) or human
myocardium-derived proteins (Fig. 3) indicating the absence of
cross-reactivity with cardiac proteins.

All the mice were followed for one year before they were sacri-
ficed. The amount of IgG was evaluated at 1,4, 8, and 12 months. Our
results showed a decreased amount of IgG present in immunized
mice after 4 months (Fig. 4), and most of the mice maintained
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Fig.2. StreptInCor sequence-specific antibodies recognize heterologous protein and
did not display crossreactivity with cardiac myosin. Sera from HLA class Il transgenic
mice (n=6)immunized with 50 g of StreptInCor absorbed into 300 p.g of aluminum
hydroxide. The titer obtained for each serum sample is represented as data point.
Titers less than 100 are represented as negative values. DR2 transgenic (tg) mice
(®); DR4 tg mice (O); DQ6 tg mice (4), and DQ8 tg mice (O).
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Fig. 3. StreptInCor did not induce heart-tissue proteins cross reactive antibodies. A
pool of sera of each lineage of immunized HLA class Il transgenic (Tg) mice was tested
by Western-blot against normal human-myocardium tissue derived proteins. Lane
1: positive control: polyclonal mouse anti-porcine myosin serum; Lane 2: negative
control: non-immunized mouse serum; Lane 3: pool of DR2 Tg-mice (n=6) sera;
Lane 4: pool of DR4 Tg-mice (n=6) sera; Lane 5: pool of DQ6 Tg-mice (n=6) sera;
Lane 6: pool of DQ8 Tg-mice (n=6) sera.

low reactivity IgG titers until

(Fig. 4).

lyear post-immunization

3.2. Immunized HLA class Il transgenic mice recognize
StreptinCor overlapping peptides

We analyzed the humoral immune response of HLA class Il Tg-
mice against 8 StreptInCor-derived overlapping peptides that cover
the entire vaccine epitope sequence and encompassed the possi-
bilities of processing and presentation by antigen-presenting cells
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Fig. 4. Evaluation of humoral immune responses. Sera from immunized HLA class II transgenic (Tg) mice (n =6) followed for 1 year. The titer obtained for each serum sample
at1(0d), 4 (m), 8 (O), and 12 months (®). Titers less than 100 are represented as negative values.

Table 1
Immune recognition of overlapping M protein C-terminal peptides.

Overlapping peptides sequences (20 aa residues)

Transgenic mice bearing HLA class II alleles humoral immune response (IgG)

DR2 DR4 DQ6 DQ8
KGLRRDLDASREAKKQLEAE 6*/6 56 2*/6 56
KGLRRDLDASREAKKQVEKA 5*/6 516 3*/6 416
GLRRDLDASREAKKQVEKAL 516 56 2*/6 3*/6
LDASREAKKQLEAEQQKLEE 416 56 3*/6 66
KLEEQNKISEASRKGLRRDL 5*/6 4*/6 3*/6 516
KISEASRKGLRRDLDASREA 5*/6 2*/6 2*/6 3*/6
SEASRKGLRRDLDASREAKK 56 416 3*/6 56
ASRKGLRRDLDASREAKKQV 416 416 1*/6 2+/6

Humoral immune response of six transgenic mice for each lineage after 28 days post-immunization was tested by ELISA against overlapping peptides sequences, as previously
described by us [21,22]. Positive immune response was considered when antibodies titles were >1:100 and <1:3200.

(APCs) as previously described [22]. Our results were similar to
those observed in humans. Both, HLA-DR and -DQ Tg-mice rec-
ognized most of the peptides (Table 1). It was interesting to note
that the immune response was more frequent in mice bearing HLA-
DR molecules than in those bearing HLA-DQ, the second molecule
(Table 1). Titles of antibodies varied from 1:100 to 1:3200 (data not
shown).

3.3. StreptinCor does not induce deleterious reactions

The safety of the vaccine epitope was evaluated by analyzing
the histopathology of several organs in mice 1year after immu-
nization (Fig. 4). No autoimmune or pathological reactions were
observed in the heart or other organs (Fig. 5) because of the
immunization with StreptinCor and alum. However, some vacci-
nated transgenic mice (10 out of 24) and those that only received
aluminum hydroxide in saline (9 out of 24) developed defective
hematopoiesis, hepatic steatosis, or presented mononuclear infil-
tration (Table 2).

4. Discussion

We developed a vaccine epitope (StreptinCor) composed of 55
amino acid residues of the C-terminal portion of the M protein
that encompasses both T and B cell-protective epitopes [21]. The
structural, chemical, and biological properties of this peptide were
evaluated, and we show that StreptInCor is a very stable molecule,
which is an important property for a vaccine candidate. Addition-
ally, our previous results show that humans, bearing different HLA
class Il molecules recognize StreptInCor, which demonstrates the
universal character of this vaccine [22]. It is interesting to note that
both healthy individuals and rheumatic fever and rheumatic heart
disease patients were able to respond to StreptInCor peptide. No
cross reactivity against human myocardium and valve proteins was
observed, indicating that StreptInCor is immunogenic and safe [21].

The role of HLA class Il molecules in the antigen presenta-
tion and that this vaccine should avoid autoimmune reactions,
were considered in the present work; therefore, we evaluated the
capacity of HLA class II transgenic mice to recognize the vaccine
epitope combined with aluminum hydroxide adjuvant while not
inducing autoimmune reactions. This adjuvant has been used in
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Fig. 5. Histological analysis of tissues from immunized HLA class II transgenic mice. (A) Histological sections of the heart chambers, (10x); (B) tricuspid valve (25x); (C)
mitral valve (50x); (D) aortic valve (25x); (E) joint (25x); (F) kidney (200x); (G) spleen (400x ); (H) brain, and (I) liver. RA, right atrium; RV, right ventricle; LA, left atrium;
LV, left ventricle; S, septum; A, aortic valve; T, tricuspid valve; M, mitral valve; JC, joint cavity; ST, synovial tissue; BM, bone marrow; EH, extramedullary hematopoiesis;

e

**moderate ***intense. H&E, hematoxylin and eosin stain.

veterinarian and human vaccines since 1930 and causes very little
systemic toxicity [31].

The presence of the HLA class Il transgene will affect the immune
response in the whole mouse since thymic selection will interfere
with the interactions between T lymphocytes and antigen present-
ing cells and with the activation of B lymphocytes in the periphery.

The biological properties of HLA class Il molecules, together with
testing their role in a transgenic mice model, are useful for new
vaccine studies. Recently, our group showed that the HLA class
I transgenic mice are able to respond to multi-epitopic vaccines
against HIV by inducing proliferation of both CD4+ and CD8+ T
lymphocytes and the production of IFN+y [32].
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Table 2
Histopathological analysis.

HLA class II tg mice Immunization Gender Number Kidney Spleen Liver Bone marrow (% cells)
DR2 StreptInCor + Alum F 6 2 EH? 1 EHP
1St? 98-100
1St¢
Saline + Alum F 6 1EH? 18 90-100
1Stb
1St¢
DR4 StreptInCor + Alum F 6 1 MNL 2 EH? 90-100
Saline + Alum M 2 1 EHP 2 EHP 90-100
F 4 1 MNL 3 EH? 2 EH?
DQ6 StreptInCor + Alum M 5 1 EHP 98-100
F 1
Saline + Alum F 4 2 EH? 1 EHP 98-100
DQS8 StreptInCor + Alum M 6 1 EH? 3 EH? 100
2 EH¢
Saline + Alum M 4 1 EH? 1 EH? 100
1 EHP 1EHP
1 EH® 1 EH®

tg — transgenic mice; MNL - mononuclear infiltration; EH - extramedullary hematopoiesis; St - steatosis

3 Mild.
b Moderate.
¢ Intense.

The data presented here show that all HLA class II transgenic
mice (DR2, DR4, DQ6 and DQ8) immunized with StreptInCor plus
aluminum hydroxide were able to produce specific IgG antibodies
that also recognize the vaccine epitope in the context of a heterolo-
gous M protein. According to our previous data on human sera and
peripheral blood cells [22], the results presented here also indicated
that antigen presenting cells of HLA class II transgenic mice bear-
ing DR2, DR4, DQ6 and DQ8 molecules were able to present several
peptides encompassed by StreptInCor vaccine epitope, probably via
the TCR with activation of both T and B lymphocytes. In addition,
it is interesting to note that transgenic mice bearing the HLA-DR
molecules were more responsive than those bearing the second
HLA class II molecules (DQ6 or DQ8). In agreement with these
data the IgG specific responses in DR2 and DR4 transgenic mice
were slightly better than in mice bearing DQ6 and DQ8 molecules.
Although some mice became nonresponsive a year after the immu-
nization, the immune responses to StreptinCor were maintained
for up to a year. These results also indicated that the vaccine epi-
tope is able to induce a long period of specific immune responses,
with IgG1 predominance due to the effects of the adjuvant. The bal-
ance between humoral and cellular immune responses induced by
adjuvant formulations can be addressed through the isotype pro-
file of the vaccine-specific IgG1 and IgG2a antibodies produced.
The IgG1 isotype switch is dependent of IL-4 production in oppo-
site to isotype IgG2a, which is IFN-y dependent. We observed a
huge predominance of specific IgG1 when compared to IgG2a and
also to IgG3, another IFN-vy dependent isotype. It is interesting to
note that some IgG2b, a TGF-3-depending switch, was seen in some
animals from all groups studied (DR2, DR4, DQ6 and DQ8). Finally,
aluminum adjuvants are responsible for Th2 polarization, resulting
in increased humoral immunity, mediated by production of IgG1
isotype.

Considering pharyngitis is among the most common S. pyogenes
infections, the induction of mucosal immune responses, mainly by
IgA secretions, is attractive. Accordingly, other adjuvants are being
assayed to obtain both systemic and mucosal immune responses.
One of the major challenges of producing a vaccine against to S.
pyogenes is to not induce autoimmune responses and diseases such
as RF and RHD. Although we know the mechanisms that lead the
disease in humans [13], there have been no ideal in vivo models of
the disease, except for in the Lewis rat [33], until our current study.

As myosin is a putative auto-antigen involved in RHD develop-
ment [33-39], we used both human myocardium-derived proteins

and porcine cardiac myosin to evaluate the presence of cross-
reactive antibodies that could be triggered by the immunizations.
No specific cross reactivity against heart proteins was observed
indicating that StreptInCor did not induce autoimmune reactions.

Myosin heavy chains have been categorized into several classes
based on comparisons and phylogenetic analysis of the conserved
regions [40-42]. It is interesting to note that the coiled coil region
differs among the species studied however global results suggested
a common coevolution of myosin head, neck and tail domains
[40-42]. So, the fact that we used both porcine myosin and human
cardiac protein extract, in which cardiac myosin is the major pro-
tein, strongly indicated that StreptInCor vaccine epitope is unable
of inducing autoimmune reactions.

Although the histopathology of mice assessed a year after
the last immunization showed some alterations, such as
extramedullary hematopoiesis, liver steatosis, and infiltration of
mononuclear cells in the kidney, these observations were also
observed in the control animals. This finding suggests that these
features are not due to the immunization with the vaccine epitope
and are most likely due to aging of the mice. In support of this
finding, the analysis of the heart tissue, with a special focus on the
valves, and the other organs after 1 year did not display any specific
RF lesions.

Despite these promising results, humans are the only hosts for
GAS. Although several studies have been conducted to find a suit-
able animal model, there is no suitable animal model that can
desiccate the autoimmune process of RF and RHD.

5. Conclusions

All the results presented here indicate that the StreptInCor vac-
cine epitope induces a robust and long lasting immune response in
transgenic mice and not induces autoimmune reactions and can be
considered a promising vaccine candidate to prevent RF.
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