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Um novo sistema de clonagem baseado na lipoproteina Oprl para obtencéo de

formulagBes imunogénicas derivadas da parede celular bacteriana

Resumo

A modulagdo de imunidade especifica por conjugacdo de antigénios com ligandos de
receptores de reconhecimento de padrdo (PRR) constitui uma estratégia emergente para o
desenvolvimento de vacinas subunitarias. Neste trabalho, desenvolve-se um novo sistema de
clonagem em Escherichia coli para expressao de antigénios em fusdo com a lipoproteina
Oprl, um ligando TLR da membrana externa de Pseudomonas aeruginosa. O sistema permite
um controlo apertado da expressdo proteica e a purificacdo por cromatografia de afinidade
com ides metalicos, ultrapassando as principais limitacdes de versdes anteriores. Confirmou-
se 0 processamento, translocacdo e triacilacdo da lipoproteina e desenvolveram-se protocolos
para a producdo de outras formulagbes recombinantes derivadas da parede bacteriana
(fragmentos e vesiculas de membrana externa) com potencial distinto para activacdo PRR.
Como modelo, clonaram-se as sequéncias dos antigénios A104R do virus da peste suina
africana (VPSA), ovalbumina e EGFP. Demonstrou-se a capacidade adjuvante das trés
formulagdes, avaliando a resposta humoral e a inducéo de linfécitos T CD8" in vivo e o perfil
de citocinas e quimiocinas induzidas em células dendriticas estimuladas in vitro. Os
resultados observados validam o sistema para a obtencdo de formulagdes imunogénicas com
aplicacdo no desenvolvimento de vacinas subunitarias experimentais e em estudos de

modulacgéo de resposta adaptativa.

Palavras-chave: lipoproteina | da membrana externa; Oprl; Pseudomonas aeruginosa,
proteinas da membrana externa bacteriana; vector de clonagem; imunomodulacdo; adjuvante;
padrdes moleculares associados a microrganismos patogénicos; virus da peste suina africana;

ovalbumina
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A new cloning system based on the Oprl lipoprotein for the production of bacterial cell

wall-derived immunogenic formulations

Abstract

The modulation of specific immunity through the conjugation of antigens with ligands of
pattern recognition receptors (PRR) is emerging as a promising strategy for the development
of subunit vaccines. Here, a new Escherichia coli cloning system for the expression of
antigens in fusion with the Oprl lipoprotein, a TLR ligand from the Pseudomonas aeruginosa
outer membrane, is described. The system offers tight regulation of expression and allows for
purification by metal affinity chromatography, circumventing the major drawbacks of former
versions. Lipoprotein processing, translocation and triacylation were confirmed and protocols
for the productions of other recombinant bacterial cell wall-derived formulations (outer
membrane fragments and vesicles) with distinct potential for PRR activation were developed.
As models, the sequences coding for the antigens A104R from African swine fever virus
(ASFV), ovalbumin and EGFP were cloned. The adjuvant capacity of the three formulations
was demonstrated evaluating the induction of humoral and CD8" T cells responses in vivo and
the cytokine and chemokine profile induced in dendritic cells stimulated in vitro. The results
observed validate the system for the production of immunogenic formulations suitable for the
development of experimental subunit vaccines and for studies on the modulation of adaptive

immunity.

Keywords: outer membrane lipoprotein I; Oprl; Pseudomonas aeruginosa; bacterial outer
membrane proteins; cloning vector; immunomodulation; adjuvant; pathogen-associated

molecular patterns; African swine fever virus; ovalbumin
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Lista de Abreviaturas

ABTS

AFM
AIDA
ALFA
AP-1
APC
ATP
BCA
BCG
BLC
BSA
C/PIMI
CCL
CCR
CD
cDNA

CFSE

CIISA
CLIP

CLR
COX
CpG
CWS
CXCL
CXCR
D.O.
Da
DAMP

DC-SIGN

DDM
DM
DMEM
DNA

acido 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico), do inglés “2,2'-
azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)”

Aa 6

microscopia de forca atomica, do inglés “atomic force microscopy”

do inglés “adhesin involved in diffuse adhesion”

A (3

acido gordo com liga¢do amida, do inglés “amide-linked fatty acid”

Aa 6

do inglés “activator protein 1”

células apresentadoras de antigénio, do inglés “antigen presenting cells”
adenosina trisfosfato, do inglés “adenosine triphosphate”

acido bicinconinico, do inglés “bicinchoninic acid”

bacilo de Calmette-Guérin

do inglés “B lymphocyte chemoattractant”

albumina sérica de bovino, do inglés “bovine serum albumin”
citoplasma/periplasma/membrana interna

ligando de quimiocina CC, do inglés “CC chemokine ligand”

receptor de quimiocinas CC, do inglés “CC chemokine receptor”

Ao €6

grupo de diferenciacdo, do inglés “cluster of differentiation”

A

acido desoxirribonucleico complementar, do inglés “complementary
deoxyribonucleic acid”

éster carboxifluoresceina de succinimidilo, do inglés
“Carboxyfluorescein succinimidyl ester”

Centro de Investigagdo Interdisciplinar em Sanidade Animal

péptido da cadeia invariante associado a MHC classe II, do inglés “class
I1-associated invariant chain-derived peptide”

receptores de lectinas do tipo C, do inglés “C-type lectin receptors”
cicloxigenase

dinucledétido de citosina-guanina

esqueleto da parede celular, do inglés “cell wall skeleton”

ligando de quimiocina CXC, do inglés “CXC chemokine ligand”
receptor de quimiocinas CXC, do inglés “CXC chemokine receptor”
densidade Optica

dalton

padrdes moleculares associados a dano, do inglés “damage-associated
molecular patterns”)

do inglés “Dendritic cell-specific intercellular adhesion molecule-3-
grabbing non-integrin”

n-dodecil-p-D-maltopiranoésido
n-decil-B-D-maltopirandsido
do inglés “Dulbecco's Modified Eagle Medium”

acido desoxirribonucleico, do inglés “deoxyribonucleic acid”
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dNTP desoxirribonucle6tido trifosfato

dsDNA acido desoxirribonucleico de cadeia dupla, do inglés “double-stranded
deoxyribonucleic acid”

dsRNA acido ribonucleico de cadeia dupla, do inglés “double-stranded
ribonucleic acid”

EDTA acido etilenodiaminotetracético, do inglés “ethylenediaminetetraacetic
acid”

EGF factor de crescimento epidérmico , do inglés “epidermal growth factor”

EGFP proteina verde fluorescente melhorada, do inglés “enhanced green
fluorescent protein”

ELFA acido gordo com ligagdo éster, do inglés “ester-linked fatty acid”

ELISA do inglés “enzyme-linked immunosorbent assay”

ERK1/2 do inglés “extracellular signal regulated protein kinases”

ESTeSL Escola Superior de Tecnologia da Saude de Lisbhoa

Fc fragmento cristalizavel

FcyR receptor y do fragmento cristalizavel, do inglés “fragment cristallizable y
receptor”

FCUL Faculdade de Ciéncias da Universidade de Lisboa

FITC isotiocianato de fluoresceina, do inglés “fluorescein isothiocyanate”

FMV Faculdade de Medicina Veterinaria

FSC dispersao frontal, do inglés “forward scatter”

FSL do inglés “fibroblast-stimulating lipopeptide”

G-CSF do inglés “granulocyte colony-stimulating factor”

GFP proteina verde fluorescente, do inglés “green fluorescent protein”

GM-CSF do inglés “granulocyte-macrophage colony-stimulating factor”

h horas

HEPES acido N-2-hidroxietil piperazina-N’-2-etano sulfénico

Hib Haemophilus influenzae do tipo b

HRP peroxidase de Armoracia rusticana, do inglés “horseradish peroxidase”

hsp60 do inglés “heat-shock protein 60”

ICAM do inglés “inter-cellular adhesion molecule”

ICBAS Instituto de Ciéncias Biomédicas Abel Salazar

ICOS do inglés “inducible T-cell costimulator”

iE-DAP acido y-D-glutamil-meso-diaminopimélico

IFN interferdo, do inglés “interferon”

Ig imunoglobulina

IGC Instituto Gulbenkian de Ciéncia

IHMT Instituto de Higiene e Medicina Tropical

IHCT Instituto de Investigagdo Cientifica Tropical

IL interleucina
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IL-1RA
INRB
INSA
IP-10
IPAF
IPTG
IRF
ISS

IST
I-TAC
ITQB
JNK

KC

L

LAL

LB

LBP
LCM
LDI
LGP-2
LMP
LPS
LRR

LT

LTC

m/z
MACS
MALDI-TOF
MALP-2
MAPK
MARCH
MCP
M-CSF
MD-2
MDA-5
MDC
MDP
ME

do inglés “IL-1 receptor antagonist”

Instituto Nacional dos Recursos Bioldgicos

Instituto Nacional de Satde Dr. Ricardo Jorge

do inglés “IFN-y-inducible protein 10”

do inglés “IL-1p converting enzyme protease activating factor”
isopropil-tio-p-D-galactésido

do inglés “interferon regulatory transcription factor”

sequéncias imunoestimuladoras, do inglés “immunostimulatory
sequences”

Instituto Superior Técnico

do inglés “interferon-inducible T-cell alpha chemoattractant”
Instituto de Tecnologia Quimica e Bioldgica

do inglés “c-Jun N-terminal kinases”

do inglés “keratinocyte cell-derived chemokine”
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1.1. Breve historia dos sistemas de clonagem baseados em Oprl

1.1 Breve histdria dos sistemas de clonagem baseados em Oprl

Ao longo dos ultimos duzentos anos, 0 uso generalizado da vacinagdo contribuiu para a
diminuicdo drastica na incidéncia de inimeras doencas infecciosas e esteve na base daquela
que é considerada uma das maiores realizagcdes da historia da medicina moderna, a extingédo
do virus da variola humana (Bazin, 2003; Plotkin, 2005). Mais recentemente, desempenhou
um papel igualmente decisivo na erradicagdo global do virus da peste bovina, permitindo por
termo a uma doenca que durante milhares de anos contribuiu para o surgimento e perpetuagéo
de graves situacOes de inseguranca alimentar (Horzinek, 2011). Até ao final de 2013, a
Organizacdo Mundial de Saude prevé que o virus da poliomielite humana venha a ser também
definitivamente eliminado da natureza (World Health Organization, 2010), o que, a acontecer,
representara a terceira extincao deliberada de um agente infeccioso em resultado de planos de
erradicacdo assentes na vacinacao.

Mas apesar do enorme éxito alcangado no combate a estes trés flagelos, e do sucesso de
muitas outras vacinas actualmente disponiveis, ndo foi possivel, até hoje, obter vacinas
eficazes e seguras contra diversas doencas com impacto significativo em salde humana e
animal. De entre as doengas veterinrias, a peste suina africana (PSA) é, a esse respeito, um
caso paradigmatico. As abordagens classicas de inactivacdo do agente etioldgico, bem como
as tentativas de imunizacdo experimental com vacinas subunitarias, ndo permitiram melhores
resultados do que mitigar ou atrasar a manifestacdo dos sintomas, enquanto as vacinas vivas
atenuadas apresentaram sempre viruléncia residual inaceitavel e incapacidade de induzir
imunidade cruzada contra isolados virais heterélogos (Martins & Leitdo, 1994). Estes
insucessos, reproduzidos de forma ndo muito distinta com outras importantes doencas
infecciosas, impuseram, desde ha algumas décadas, a adopcdo de novas estratégias de
investigacdo com o0 objectivo de ultrapassar as dificuldades até entdo encontradas. Em
contraste com as abordagens precedentes, geralmente realizadas sem um conhecimento
preciso sobre 0 modo de acgdo dos imunogénios e das respostas imunitérias por eles
induzidas, estas novas estratégias apoiam-se no estudo detalhado dos mecanismos imunitarios
que em cada caso particular se correlacionam com protec¢do, bem como num conhecimento
aprofundado sobre os mecanismos moleculares que permitem a sua inducdo (Mortellaro &
Ricciardi-Castagnoli, 2011; Plotkin, 2009).

No contexto deste tipo de investigacdo, a formulacdo de imunogénios constituidos por
estruturas subunitarias dos microrganismos alvo, a que se associam componentes que
modulam as suas propriedades imunogénicas, tem demonstrado ter uma dupla utilidade. Por

um lado, os imunogénios assim obtidos constituem eles mesmos modelos de vacinas
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subunitarias susceptiveis de serem utilizados em ensaios de protec¢do; por outro, por
veicularem determinantes antigénicos sob condi¢des que favorecem o seu processamento e
apresentacdo pelo sistema imunitario, 0s mesmos imunogénios servem os estudos que visam
caracterizar os alvos e 0s mecanismos de respostas imunitarias protectoras (Chua et al., 2008;
Khan et al., 2007; Leitdo et al., 1998; Lindblad et al., 1997; Tsuji & Zavala, 2001).

Do ponto de vista experimental, desde h4 muito se utilizam componentes estruturais de
microrganismos para modulagdo de respostas imunitarias. J& no inicio do século passado,
como exemplo da aplicacdo préatica dos seus trabalhos sobre fagocitose, Elie Metchnikoff
aludia a utilizacdo de acidos nucleicos e endotoxinas de origem microbiana com o objectivo
de atrair células fagocitarias para o local de incisGes cirurgicas de forma a promover a
cicatrizagdo pos-operatoria (Mechnikov, 1908). Desde a mesma época, sdo também utilizadas
estruturas derivadas de bactérias com o intuito de estimular imunidade anti-tumoral (revisto
por Decker & Safdar, 2009). Por sua vez, a utilizacdo de componentes microbianos para
potenciar a imunogenicidade de antigénios co-administrados tem origem nos anos 1940,
altura em que Jules T. Freund propde um adjuvante, mais tarde baptizado com o seu nome e
amplamente usado em contexto experimental, que, na sua forma completa, contém extractos
inactivados de micobactérias (revisto por Lindblad, 2000; Olitsky & Yager, 1949). Na década
de 1950, Arthur G. Johnson e colaboradores demonstraram ser possivel utilizar com 0 mesmo
objectivo os lipopolissacéridos (LPS) da parede celular de bactérias Gram-negativas (Johnson
et al., 1956) e, mais tarde, foram desenvolvidos derivados sintéticos da componente adjuvante
do LPS, actualmente incorporados em vacinas. A partir da década de 1980, na sequéncia da
demonstracdo das propriedades imunoestimuladoras das lipoproteinas da parede celular
bacteriana (Bessler et al., 1985a; Bessler et al., 1985b; Deres et al., 1989; Hoffmann et al.,
1988; Hoffmann et al., 1989; Melchers et al., 1975) e de um conjunto de outros estudos que
demonstravam as potencialidades da lipidificacdo sintética de proteinas para modulacdo de
respostas imunitarias (Champlin & Hunter, 1975; Coon & Hunter, 1973, 1975), as proteinas
natural ou sinteticamente lipidificadas surgem também como alternativa promissora para
formulacéo de imunogénios.

Foi neste contexto que em 1996 foi proposto pela primeira vez um sistema de expressao
em Escherichia coli para a producdo de antigénios em fusdo com Oprl, a lipoproteina
maioritaria da membrana externa de Pseudomonas aeruginosa (Cornelis et al., 1996). Os
vectores de clonagem entdo propostos baseavam-se no gene oprl modificado pela insercéo de
um local de clonagem multipla (LCM), perto do final da sequéncia codificadora, para a
insercdo de sequéncias heterélogas. Foi na altura designado sistema de expressdo

transportador-adjuvante uma vez que compreendia, simultaneamente, duas funcfes: 1) os
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antigénios clonados eram direccionados para a superficie da célula hospedeira, permitindo
aplicacBes biotecnoldgicas diversas, incluindo o desenho de vacinas recombinantes vivas, a
imobilizacdo de enzimas e biorremediacéo (revisto por Cornelis, 2000); 2) o sistema podia ser
utilizado para obter antigénios em fusdo com Oprl, reconhecendo-se ao produto hibrido
propriedades adjuvantes intrinsecas, ou seja, a capacidade de desencadear respostas
imunitarias humorais e celulares dispensando qualquer adjuvante adicional.

Utilizando extractos de membrana externa de bactérias transformadas com vectores
deste sistema expressando antigénios de fusdo do virus da peste suina africana (VPSA)
demonstrou-se a capacidade de apresentacdo de epitopos no contexto do complexo maior de
histocompatibilidade (MHC, do inglés “major histocompatibility complex™) da classe | de
macréfagos de suino (SLA classe 1) (Leitdo et al., 2000; Leitdo et al., 1998). Esta
caracteristica tornou possivel, nesses estudos, a identificacdo de epitopos especificamente
reconhecidos por linfocitos T CD8" citotoxicos (LTC) e permitiu a estimulagio de actividade
LTC in vitro. Mais tarde, num modelo de ratinho, uma vacina baseada em Oprl contra
Leishmania major permitiu direccionar a resposta imunitaria no sentido de um perfil protector
Th1 (linfécitos T CD4" auxiliares do tipo 1, do inglés “T helper 1”) (Cote-Sierra et al., 2002).
Nesse trabalho, embora a fusdo do antigénio com Oprl ndo-lipidificada tenha aumentado a
resposta especifica por imunoglobulinas (1g)G1, demonstrou-se que a componente lipidica era
fundamental para o desvio no tipo de resposta e consequente proteccdo (Cote-Sierra et al.,
2002). Num modelo murino de asma, a administracdo intranasal de Oprl levou a supressao
dos linfdcitos Th2 efectores especificos do alergénio (Revets et al., 2005) e outros estudos
sobre virus da imunodeficiéncia humana (VIH) (Piedade, 2003), peste suina classica (Rau et
al., 2006) e tuberculose (Gartner et al., 2007) corroboraram as propriedades adjuvantes da
Oprl e a possibilidade de modular respostas imunitarias adaptativas com esta lipoproteina.
Mais recentemente, demonstrou-se a capacidade de a Oprl se ligar in vitro e in vivo a células
epiteliais de traqueia e intestino delgado de galinhas, o que sugere a sua utilidade para
apresentacdo de antigénios em mucosas (Loots et al., 2008).

Apesar de os resultados acima referidos atribuirem ao sistema um vasto campo de
promissoras aplicagfes, um conjunto de limitagbes técnicas levou, na pratica, ao seu
abandono. Durante a ultima década, no entanto, assistiu-se a grandes avangos na compreensao
dos mecanismos inatos de reconhecimento de microrganismos e do seu impacto no
desencadeamento de respostas especificas que justificam renovado interesse na utilizacdo do
sistema. Na base destes novos conhecimentos esta a descoberta de receptores inatos que
reconhecem componentes microbianos, incluindo moléculas da parede celular bacteriana, o

que abre novas perspectivas para o desenvolvimento de vacinas subunitarias com adjuvantes
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baseados nestas moléculas. Neste contexto, 0s sistemas que permitem a fusdo entre antigénios
e lipoproteinas bacterianas ganham novas utilidades, tanto para o desenvolvimento de
imunogénios vacinais, como para 0 proprio estudo do desencadeamento de respostas

adaptativas por estimulos direccionados para 0s mecanismos inatos de reconhecimento.

1.2 O papel da imunidade inata no controlo da imunidade adaptativa

A capacidade de decisdo entre estabelecimento de tolerancia e desenvolvimento de
imunidade constitui um aspecto central do sistema imunitario que assenta na faculdade de
distinguir o que é préprio e inofensivo daquilo que ¢ estranho e potencialmente perigoso. A
forma como este discernimento ocorre ao nivel dos componentes inatos e adaptativos do
sistema imunitério dos vertebrados Gnathostomata tem sido, desde hd muito, objecto de
estudo e controvérsia, atribuindo-se sempre, porém, um papel secundario aos primeiros e um
caracter determinante aos segundos. Assim, classicamente, a imunidade inata compreende
mecanismos desprovidos de especificidade particular face a um microrganismo definido,
cabendo a imunidade adaptativa o reconhecimento altamente especifico dos antigénios
estranhos atraves de um vasto repertorio de receptores gerado por rearranjo genético somatico
durante a diferenciacdo dos linfdcitos T e B (Borghesi & Milcarek, 2007).

Durante varios anos, o caracter peculiar dos mecanismos de reconhecimento especifico
préprios da imunidade adaptativa e a sua importancia para a compreensao dos fendmenos
imunolégicos relegaram o estudo dos mecanismos inatos de detec¢do de microrganismos para
um plano secundario. No entanto, desde os anos 1970 que, tanto os trabalhos sobre activacao
de mecanismos efectores em células de imunidade inata, como os estudos sobre activacdo
policlonal B por mitogénios, vinham tornando clara a existéncia de outros receptores que
confeririam capacidade de discriminacdo entre aquilo que é proprio e aquilo que é estranho ao
organismo a um nivel distinto daquele atribuido aos receptores clonais linfocitarios (revisto
por Coutinho & Poltorack, 2003; Medzhitov, 2009). Este conceito foi sistematizado de forma
particularmente clarividente por Charles Janeway, que, no final da década de 1980, propds a
existéncia de um sistema de receptores de tipo inato, conservado em termos evolutivos, capaz
de reconhecer padrbes moleculares caracteristicos de microrganismos e, assim, discriminar o
“proprio nao infeccioso” do “infeccioso ndo proprio” (Janeway, 1989, 1992). Tal
reconhecimento anteciparia e estaria na base da activacéo posterior das respostas adaptativas
desempenhadas pelos linfocitos T e B.

Charles Janeway e seus colaboradores realizaram um conjunto de estudos que visavam

identificar a base molecular desse sistema inato de reconhecimento, tendo como primeiro
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critério de seleccao receptores de superficie expressos em macréfagos e células dendriticas
cuja activacdo fosse capaz de induzir a expressdo de moléculas co-estimuladoras, ao tempo
tidas jA& como necessérias para a activagdo linfocitaria (Medzhitov, 2009). Na sequéncia
desses trabalhos foi identificada uma proteina transmembranar humana homoéloga da proteina
Toll de Drosophila, pouco tempo antes implicada na resposta imunitaria destas espécies
contra infecgdes fungicas (Lemaitre et al., 1996), cuja activacdo em linhas celulares humanas
resultava em sinalizacdo via NF-«xB (do inglés “nuclear factor-«B”), com consequente
inducdo de citocinas inflamatorias e expressao de moléculas co-estimuladoras (Medzhitov et
al., 1997). Esta descoberta marca o inicio de um periodo de enormes avangos na compreensado
dos mecanismos moleculares que subjazem ao reconhecimento precoce de microrganismos
patogénicos, bem como do papel crucial que a imunidade inata desempenha no
desencadeamento e modulacao das respostas imunitarias adaptativas subsequentes.

Na linha do que foi proposto no final da década de 1980, é hoje claro que o sistema
imunitario inato, para além de outras formas de reconhecimento, é capaz de detectar a
presenca de microrganismos com um elevado grau de especificidade, através de um conjunto
de receptores codificados na linha germinal que reconhecem padr6es moleculares associados
a microrganismos patogénicos (PAMP, do inglés “pathogen-associated molecular patterns™)
(Kumagai & Akira, 2010; Palm & Medzhitov, 2009). No seu conjunto, estes receptores de
reconhecimento de padrdo (PRR, do inglés “pattern recognition receptors”) detectam um
leque variado de componentes conservados, estruturais e essenciais de bactérias, virus, fungos
e parasitas. Esses componentes sdo na sua maioria elementos da parede celular ou &cidos
nucleicos com caracteristicas especificas de microrganismos (Akira et al., 2006; Kawai &
Akira, 2009; Kumar et al., 2009b). Estudos recentes indicam que os PRR podem igualmente
mediar respostas em condicdes patogénicas nao-infecciosas, através do reconhecimento de
moléculas enddgenas, designadas padrdes moleculares associados a dano (DAMP, do inglés
“damage-associated molecular patterns”), libertadas na sequéncia de lesdo celular, por
exemplo devido a isquemia ou trauma (Kono & Rock, 2008). O significado do
reconhecimento de DAMP pelo sistema imunitario no contexto de infecgdo esta ainda por
esclarecer, mas podera ter um papel relevante na distincdo entre 0s agentes patogénicos
causadores de lesdo e 0s microrganismos comensais inofensivos ou benéficos, com
consequente impacto no tipo de resposta desencadeado num e noutro caso (Medzhitov, 2010).

Embora as interaccOes existentes entre 0S mecanismos inatos e 0s componentes
adaptativos da imunidade estejam ainda por esclarecer em toda a sua complexidade, a
descoberta dos PRR e os estudos que dai advieram tém contribuido decisivamente para uma

nova visao sobre 0 modo como ambos o0s bragos da imunidade se integram e cooperam na
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resposta a microrganismos patogenicos. Os conhecimentos gerados neste novo contexto sobre
0 papel da imunidade inata no controlo das respostas especificas tém aberto caminho a uma
area de investigacdo ainda emergente que apresenta vasto potencial de aplicacdo nos campos

da vacinologia e imunoterapia.

1.3 Receptores de reconhecimento de padréo e seus ligandos

Os PRR reconhecem estruturas derivadas de microrganismos em diferentes
compartimentos celulares, como a membrana citoplasmatica, os endossomas e o citoplasma.
Actualmente distinguem-se quatro grandes familias de PRR, os receptores “Toll-like” (TLR,
do inglés “Toll-like receptors”), 0s receptores de lectinas do tipo C (CLR, do inglés “C-type
lectin receptors”), os receptores “NOD-like” (NLR, do inglés “NOD-like receptors™) e os
receptores “RIG-I-like” (RLR, do inglés “RIG-I-like receptors”) (Kawai & Akira, 2009;
Kumagai & Akira, 2010; Takeuchi & Akira, 2010). As duas primeiras incluem receptores
transmembranares que podem ser expressos a superficie celular e/ou em membranas de
compartimentos intracelulares, como fagossomas e endossomas; as duas Ultimas

compreendem receptores de localizagao citoplasmatica.

131 TLR

Os TLR séo glicoproteinas transmembranares do tipo | com uma estrutura composta por
trés dominios (Kawai & Akira, 2009; Kumar et al., 2009a, 2009b). O dominio N-terminal
extracelular consiste em 16 a 28 repeticdes em tandem de LRR (repeticdes ricas em leucina,
do inglés “leucine-rich repeats”), com o motivo conservado “LxxLxLxxN” de cerca de 20 a
30 aminoacidos. A este dominio, envolvido no reconhecimento dos ligandos de TLR, segue-
se uma regido transmembranar e, por fim, um dominio TIR (receptor “Toll/IL-1”, do inglés
“Toll/IL-1 receptor”) citoplasmatico, necessario para a transducdo de sinal e que apresenta
homologia com a regido citoplasmatica do receptor da interleucina (IL)-1.

Até ao presente, foram identificados 10 TLR na espécie humana e 13 no ratinho,
verificando-se conservacdo entre ambas as espécies de TLR1 a TLR9. O TLR10 ndo €
funcional no ratinho devido a uma insercdo por retrovirus e TLR11, TLR12 e TLR13 estdo
ausentes do genoma humano. Os receptores TLR1, TLR2, TLR4, TLR5, TLR6 e TLR11 séo
expressos na superficie celular e reconhecem componentes da superficie dos microrganismos.
Os receptores TLR3, TLR7, TLR8 e TLR9 localizam-se em compartimentos intracelulares,

como endossomas, lisossomas e reticulo endoplasmatico, e reconhecem predominantemente
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acidos nucleicos de origem microbiana (Kawai & Akira, 2010). Na Tabela 1 séo

sumariamente apresentados os receptores e respectivos ligandos.

Tabela 1 — Receptores TLR e respectivos ligandos®

TLR
(co-receptores”)

Molécula
adaptadora

Factor de
transcrigdo

Citocinas
induzidas

PAMP

Origem

Membrana citoplasmatica

TLRI-TLR2 MyDS88, TIRAP NF-xB Inflamatérias ~ Lipoproteinas/lipopéptidos  Bactérias, sintese
triacilados
TLR2-TLR6 MyDSgE, TIRAP NF-xB Inflamatérias  Lipoproteinas/lipopéptidos ~ Mycoplasma,
(dectina-1) diacilados sintese
Acido lipoteicéico Streptococcus
Zimosano Saccharomyces
TLR2 MyD88, TIRAP NF-kB Inflamatérias ~ Peptidoglicano Bactérias
(CD36, RP105) Lipoarabinomanano Mycobacterium
Fosfolipomanano Candida albicans
Porinas Neisseria
LPS P. gingivalis
Hemaglutinina Virus do sarampo
TLR4 MyD88, TIRAP, NF-kB, Inflamatérias;  LPS e derivados do lipido Bactérias Gram-
(MD2,CD14, LBP) TRIF, TRAM IRF3, IRF7 IFN do tipo [ A(eg MPL) negativas
Proteinas de envelope viral RSV, MMTV
Manano Candida albicans
Glicoinositolfosfolipidos Trypanosoma
TLRS MyD88 NF-xB Inflamatérias ~ Flagelina Bactérias flageladas
mTLRI11 MyDg8 NF-xB Inflamatorias ~ Nao determinado Bactérias
uropatogénicas
Molécula homologa de Toxoplasma gondii
profilina
Endossoma
TLR3 TRIF NF-kB, Inflamatérias, dsRNA Virus dsRNA e
IRF3,IRF7  IFNdotipo ssRNA
Poly(1:C) Sintese
TLR7 MyDg8 NF-kB, Inflamatorias,  ssRNA Virus
IRF7 IFN do tipo | Imidazoquinolinas Sintese
Andlogos de guanosina Sintese
hTLRS MyD88 NF-xB, Inflamatérias, ssRNA Virus
IRF7 IFN dotipol  Imidazoquinolinas Sintese
TLR9 MyD88 NF-kB, Inflamatorias, DNA com motivos CpG Bactérias, virus,
IRF7 IFN do tipo | sintese
dsDNA Virus
Hemozoina Plasmodium

®adaptado de Kawai e Akira (2009), Kumagai e Akira (2010) e Kumar et al. (2009a, 2009b).
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Capitulo 1. Introducao Geral

1.3.1.1 Receptores expressos na superficie celular — TLR2/1/6, TLR4, TLR5e TLR11
1.3.1.1.1 TLR2/1/6

O TLR2 esté descrito como sendo o receptor TLR que reconhece a maior variedade de
ligandos. Entre estes incluem-se diversos componentes da parede celular de bactérias, como
lipoproteinas, peptidoglicano, acido lipoteicdico, LPS de algumas espécies bacterianas (como
Porphyromonas gingivalis), porinas de Neisseria e lipoarabinomanano de micobacteérias,
zimosano e fosfolipomanano da parede celular de leveduras, entre outros (Hirschfeld et al.,
2001; Kumar et al., 2009a; Warshakoon et al., 2009). O reconhecimento por TLR2 de um
conjunto de ligandos com estrutura tdo diversa é atribuido a formacdo de estruturas
heterodiméricas com outras moléculas membranares, como TLR1, TLR6, CD (grupo de
diferenciacdo, do inglés “cluster of differentiation”) 36, CD180/RP105 (do inglés
“radioprotective protein 105 kDa”) ou dectina-1 (Kumar et al., 2009a). No entanto, alguns
autores defendem que sé as lipoproteinas bacterianas sdo reconhecidas em concentracfes
fisiolégicas por TLR2 e que na maioria dos casos o reconhecimento de outros ligandos se
deve principalmente a contamina¢do com estas moléculas (Travassos et al., 2004; Zahringer
et al., 2008).

As lipoproteinas sdo componentes estruturais das membranas de diversas espécies
bacterianas, com estrutura molecular diversa, mas que tém em comum uma modificacdo
lipidica no residuo de cisteina N-terminal (Sankaran & Wu, 1994). Nos espécimes diacilados,
isto &, lipidificados com dois residuos de acidos gordos, a modificacdo consiste numa cisteina
S-(2,3-dihidroxipropil)-di-O-acilada. Os exemplares triacilados possuem um terceiro acido
gordo ligado por uma ligacdo amida ao mesmo residuo de cisteina N-terminal. Sdo exemplo
de estruturas diaciladas o lipopéptido MALP2 (do inglés “macrophage-activating lipopeptide
2”) de Mycoplasma fermentans (Muhlradt et al., 1997) e a lipoproteina LP44 de Mycoplasma
salivarium de onde deriva o lipopéptido FSL (do inglés “fibroblast-stimulating lipopeptide”)-
1 (Shibata et al., 2000). A lipoproteina de Braun de Escherichia coli constitui o prototipo das
lipoproteinas triaciladas de membrana externa das bactérias Gram-negativas e diversos
lipopéptidos sintéticos usados como estimuladores de TLR2, como Pam3CSK,, possuem uma
modificacdo lipidica analoga a desta lipoproteina (Aliprantis et al., 1999; Bessler et al., 1982;
Braun & Hantke, 1975). Sdo também exemplos de lipoproteinas triaciladas a OspA de
Borrelia burgdorferi (Brandt et al., 1990) e a lipoproteina de 19-kDa de Mycobacterium
tuberculosis (Akira, 2003; Tschumi et al., 2009). Tanto no caso das lipoproteinas diaciladas
como das triaciladas é a componente lipidica N-terminal que confere capacidade estimuladora
via TLR (Hirschfeld et al., 1999; Takeuchi et al., 2000). De acordo com estudos iniciais, as
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1.3. Receptores de reconhecimento de padréo e seus ligandos

primeiras sinalizam através de heterodimeros TLR2/6, enquanto as segundas o fazem via
TLR2/1 (Akira, 2003; Takeda et al., 2002; Takeuchi et al., 2001; Takeuchi et al., 2002).
Contudo, estudos mais recentes sugerem que a activacdo por lipopéptidos via TLR2 pode
ocorrer independentemente de TLR1 e TLR6 (Buwitt-Beckmann et al., 2006).

Em 2007, Jin e colaboradores determinaram a estrutura do complexo TLR1-TLR2-
lipopéptido por cristalografia, permitindo uma compreenséo estrutural da heterodimerizagdo
induzida pelo ligando (Jin et al., 2007). A ligacdo do lipopéptido triacilado Pam3CSK, induz a
formagdo de um heterodimero em forma de “m” dos ectodominios de TLR1 e TLR2 (Figura
1a), ndo induzida pelo lipopéptido diacilado Pam,CSKj,. A inexisténcia de dimerizacdo pelo
ligando diacilado é explicada pelo facto de a dimerizacdo ser induzida pelas trés cadeias
lipidicas, com os dois &cidos gordos de ligacdo éster inseridos numa cavidade de TLR2 e o
acido gordo com ligacdo amida inserido num canal hidrofébico de TLR1 (Jin et al., 2007). A
sinalizacdo intracelular serd iniciada pela aproximacdo dos dominios TIR citoplasmaticos dos

dois receptores dimerizados.

. TLR1

TLR4 LRS™  TLR4*
LP ; s v
1A, MD-

Figura 1 — Modelos de dimerizacdo de TLR desenvolvidos a partir de estudos de cristalografia.

(@) Dimerizagdo de TLR2 e TLR1 induzida pelo lipopéptido tracilado Pams;CSK,. (b)
Homodimerizagdo do complexo TLR4-MD2-LPS. (¢) Homodimeriza¢do de TLR3 induzida por
ligacdo de dsRNA. Imagem adaptada a partir de Jin et al. (2008).
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Capitulo 1. Introducao Geral

1.3.1.1.2 TLR4

O TLR4, em conjunto com a proteina MD-2 (do inglés “myeloid differentiation factor-
2”), reconhece o LPS bacteriano, componente estrutural da membrana externa de bactérias
Gram-negativas (Shimazu et al., 1999). O LPS consiste numa cadeia lateral O, mais externa,
de natureza polissacaridica e variavel, num polissacarido central e no lipido A, que constitui a
por¢do mais interna e € altamente hidrofobico, encontrando-se inserido na membrana externa
bacteriana (Raetz & Whitfield, 2002). Este tltimo € o componente responsavel pela activacéo
TLR do LPS (Hoshino et al., 1999; Poltorak et al., 1998). Na verdade, o LPS é reconhecido
principalmente por MD-2, cabendo ao TLR4 uma funcéo essencialmente de transmissdo de
sinal para o interior da célula. MD-2 é uma proteina sollvel que se associa a face convexa do
dominio extracelular de TLR4 (Kim et al., 2007) e possui uma cavidade hidrofébica onde
encaixam cinco das seis cadeias lipidicas do ligando (Park et al., 2009). Sdo as mudancas
estruturais induzidas em MD-2 pela ligacdo do LPS que promovem a sua interac¢do com uma
segunda molécula TLR4, induzindo homodimerizacdo destes receptores (Park et al., 2009)
(Figura 1b).

As proteinas LBP (do inglés “LPS binding protein”) e CD14 estdo igualmente
envolvidas na resposta a LPS via TLR4 (Miyake, 2007). A primeira existe sob forma soltvel
ou ligada a membrana citoplasmatica e estabelece ligacdo ao LPS, enquanto a segunda liga a
LBP e dirige LBP-LPS para o complexo TLR4-MD2.

Para além do ligando natural LPS, sdo também ligandos de TLR4 o lipido A
monofosforilado (MPL, do inglés “monophosphoryl Lipid A”), um derivado n&o-téxico do
lipido A, e analogos sintéticos (Casella & Mitchell, 2008). Este receptor foi também
implicado no reconhecimento de proteinas de envelope viral, glicoinositolfosfolipidos de

Trypanosoma e manano de Candida albicans (Kumar et al., 2009a).

1.3.1.1.3 TLR5eTLR11

TLR5 reconhece a proteina flagelina, constituinte do flagelo de bactérias moveis
(Hayashi et al.,, 2001). Estudos de mutagénese permitiram identificar um grupo de 13
aminoacidos, conservado e essencial para a motilidade das bactérias, como o local da
flagelina reconhecido por TLR5 (Smith et al., 2003). Este receptor é fortemente expresso em
ceélulas dendriticas da lamina propria do intestino delgado, bem como em células epiteliais do
intestino e do tracto respiratorio (Uematsu et al., 2006; Zhang et al., 2005b). TLR11, que
existe em ratinho mas ndo em humano, tem homologia préxima de TLR5. TLR11 reconhece
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bactérias uropatogénicas e uma molécula homologa da profilina derivada de Toxoplasma

gondii (Yarovinsky et al., 2005).

1.3.1.2 Receptores expressos em vesiculas intracelulares - TLR3, TLR7, TLR8 e TLR9

Os receptores TLR3, TLR7, TLR8 e TLR9 sdo expressos em compartimentos
intracelulares endossomais, reconhecem &cidos nucleicos e desempenham um papel
fundamental na resposta imunitaria anti-viral através da producdo de interferdo (IFN, do
inglés “interferon”) do tipo | e citocinas inflamatdrias (Kawai & Akira, 2010). O transporte
destes receptores do reticulo endoplasmatico para as vesiculas intracelulares é mediado pela
proteina transmembranar do reticulo endoplasmatico UNC93B1 em resposta a activacdo
celular por PAMP (Brinkmann et al., 2007).

TLR3 reconhece acido ribonucleico (RNA, do inglés “ribonucleic acid”) viral gendmico
de cadeia dupla (dsSRNA, do inglés “double-stranded ribonucleic acid”’) ou dsRNA de virus
com genoma de RNA de cadeia simples (sSRNA, do inglés “single-stranded ribonucleic
acid”) mas que produzem dsRNA durante o processo replicativo (Alexopoulou et al., 2001;
Wang et al., 2004). TLR3 ¢é também o receptor de poly(l:C) (&cido poli-
inosinico:policitidilico, do inglés “polyinosinic polycytidylic acid”), um analogo sintético de
dsRNA (Alexopoulou et al., 2001). Este receptor é expresso no endossoma de diversas células
imunitéarias, como células dendriticas, macréfagos, linfécitos B e células NK (do inglés
“natural killer”), e células ndo-imunitarias, como fibroblastos e células epiteliais. Contudo, ao
contrario dos outros TLR reconhecedores de &cidos nucleicos, ndo é expresso em células
dendriticas plasmocitéides (Kumar et al., 2009a). A estrutura do complexo TLR3-dsRNA foi
determinada por cristalografia (Figura 1c) (Botos et al., 2009). Curiosamente, embora o tipo
de interaccdo entre as componentes lipidicas dos ligandos de TLR2/1 e TLR4 com o0s
respectivos receptores seja bastante diferente daquele observado entre dsRNA e TLR3,
verifica-se nos trés casos a formacdo de um dimero em que as mesmas duas superficies
laterais se justapdem possibilitando a aproximacdo dos extremos C-terminais para que se
inicie a transducdo de sinal (Botos et al., 2009).

TLR7 de ratinho e de humano e TLR8 de humano, mas ndo TLR8 de ratinho que parece
ndo ser funcional, detectam ssSRNA rico em guanosina ou uracilo de origem viral (Diebold et
al., 2004; Heil et al., 2004; Lund et al., 2004), bem como os compostos antivirais sintéticos
imiquimod e resiquimod (R848) derivados de imidazoquinolina e anadlogos de guanina como
loxorribina (Hemmi et al., 2002; Jurk et al., 2002). TLR7 detecta ainda RNA bacteriano em

endolisossomas de células dendriticas convencionais (Mancuso et al., 2009).
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TLR9 reconhece acido desoxirribonucleico (DNA, do inglés “deoxyribonucleic acid”)
com motivos de dinucledtidos de citosina-guanina (CpG) ndo-metilados derivado de bactérias
e virus e oligodesoxinucleétidos (ODN) sintéticos que possuam 0s mesmos motivos (Hemmi
et al., 2000). Ao contrario do que se verifica nos genomas bacterianos e virais, no DNA de
animais vertebrados os dinucleétidos CpG sdo em geral metilados no residuo de citosina o
que torna o DNA préprio num fraco estimulador destes receptores (Hemmi et al., 2000).
TLR9 reconhece também hemozoina, pigmento gerado em Plasmodium (Coban et al., 2005).

TLR9 e TLR7 séo expressos em niveis elevados no compartimento endossomal de
células dendriticas plasmocitoides, que em resposta a infeccdo viral produzem elevadas
quantidades de IFN do tipo | (Kaisho, 2010), enquanto TLR8 é activado em células
dendriticas mieldides e mondcitos, levando a producéo de citocinas pré-inflamatérias (Gorden
et al., 2005).

1.3.1.3 Vias de sinalizagéo activadas por ligacdo a TLR

Na sequéncia da ligacdo dos respectivos ligandos, os TLR dimerizam e sofrem
alteracdes conformacionais que permitem o recrutamento de moléculas adaptadoras com
dominios TIR para junto dos dominios TIR citoplasmaticos dos TLR. Iniciam-se desta forma
as cascatas de sinalizagéo intracelular que de seguida se sumarizam (Figura 2).

Reconhecem-se quatro moléculas adaptadoras, MyD88 [do inglés “myeloid
differentiation primary response gene (88)”], TIRAP (do inglés “TIR domain-containing
adaptor protein”), TRIF (do inglés “TIR domain-containing adaptor protein inducing
interferon-p”’) e TRAM (do inglés “TRIF-related adaptor molecule™), que séo recrutadas de
forma distinta pelos receptores, o que em parte justifica as diferentes respostas biolégicas
obtidas por activacdo de diferentes TLR (Kawai & Akira, 2010). MyD88 é usado por todos 0s
TLR excepto TLR3 e leva a activacao do factor de transcricdo NF-kB e consequente producéo
de citocinas inflamatorias. A via MyD88 induz ainda a activacao de cinases MAPK (do inglés
“mitogen-activated protein kinases”), que incluem ERK (do inglés “extracellular signal
regulated protein kinases™) 1/2, p38 e JNK (do inglés “c-Jun N-terminal kinases”) e que
fosforilam a familia de factores de transcricdo AP-1 (do inglés “activator protein 1)
reguladores da transcricdo ou estabilidade do mRNA (&cido ribonucleico mensageiro, do
inglés “messenger ribonucleic acid”) de citocinas inflamatorias. Por sua vez, TRIF é recrutado
por TLR3 e TLR4 e conduz & activacdo dos factores de transcri¢do IRF (do inglés “interferon
regulatory transcription factor”) 3, IRF7 e NF-«xB e a consequente inducdo de IFN do tipo | e
citocinas inflamatérias. TRAM e TIRAP auxiliam o recrutamento de TRIF para TLR4 e de

MyD88 para TLR2 e TLR4, respectivamente. Assim, de um modo geral as vias de sinalizacao
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TLR podem ser classificadas como vias MyD88-dependentes, que resultam na inducgédo de
citocinas inflamatdrias, ou vias TRIF-dependentes, responsaveis pela inducéo quer de IFN do
tipo | quer de citocinas inflamatdrias (Kumar et al., 2009a). TLR4 é o Gnico TLR que usa os 4
adaptadores e activa tanto as vias MyD88- como TRIF-dependentes. Esta activacdo ocorre
sequencialmente, primeiro com a activacdo de NF-«xB e MAPK como consequéncia do
recrutamento na membrana citoplasmatica de TIRAP e MyD88, seguindo-se a activacdo de
IRF3 e a activacéo tardia de NF-xB e MAPK como consequéncia do recrutamento de TRAM
e TRIF ja ao nivel do endossoma, apds endocitose de TLR4 (Kawai & Akira, 2010). A
producdo de citocinas inflamatorias em resposta a estimulacdo TLR4 ndo se verifica em
células deficientes em TRIF, ou seja, requer a activacdo simultanea das duas vias (Pulendran,
2004a).

TLRS TLR2/1
TLR11 TLR2/6 TLR4

TLR7

MyDs8 MQ 7033 \ /
i i

IRAK4,1,2 l

. Endoplasmic
TRAF3 reticulum TRAES

}AFG - 1 . /

Cell surface
TIRAP TIRAP TmApI ITRAM Endosome
TLR3 TLR9

RIP1 .
IKKa IRAK4,1
TBK1/IKKi
TAK\ A '//
MAP kinase

IKK complex

IRF3 IRF7
\ Cytoplasm

NFkB \
\. lnflammatory Type 1IFNs

U cytokines
Nucleus

Figura 2 — Resumo das vias de sinalizacao activadas por ligagdo a TLR

Ver texto para descri¢do. Imagem obtida de Kumar et al. (2009b).

Os receptores TLR7 e TLR9 sdo expressos em niveis elevados em células dendriticas
plasmocitoides. A semelhanca do que acontece com TLR3, estes receptores encontram-se
associados a proteina UNC93B no reticulo endoplasmaético e sdo transportados para 0s

compartimentos endossomais em resposta a estimulos exercidos via PRR (Kawai & Akira,
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2009). A estimulacdo de TLR7 e TLR9 nesses compartimentos leva a fosforilacdo de IRF7 e
consequente producéo de IFN do tipo I. Em contraste com o que se verifica em consequéncia
da estimulagdo de TLR3 e TLR4 em células dendriticas convencionais, esta producdo de IFN
é dependente de MyD88. A estimulacdo de TLR7 e TLR9 em células dendriticas
plasmocitoides induz também a producdo de citocinas inflamatérias via NF-xB, MAPK e
IRF5 (Kawai & Akira, 2009). A activacdo de células dendriticas mieldides e mondcitos via
TLR8 em humanos também ocorre por via dependente de MyD88, com activacdo de NF-kB e
MAPK e producéo de citocinas pro-inflamatérias (Gorden et al., 2005; Larangé et al., 2009).

As vias acima descritas s@o as consideradas mais relevantes, no entanto, ha que ter em
conta a existéncia de regulacdo espaco-temporal das interac¢fes ligando-TLR que pode
resultar em perfis de expressdo génica distintos dos acima referidos. Por exemplo, enquanto a
estimulacdo de TLR9 por ODN CpG do tipo D em células dendriticas plasmocitdides resulta
na producdo de IFN do tipo | via IRF7, a mesma interaccdo noutras células resulta na
transcricdo de genes pro-inflamatdrios por activacdo de IRF5 (Trinchieri & Sher, 2007). Por
fim, importa também referir que a expressdo proteica induzida via TLR sofre regulacdo pds-
transcricional por mecanismos diversos. A este respeito estdo descritas, por exemplo,
proteinas dedo de zinco (ou “zinc finger”) induzidas por estimulagdo TLR que se ligam a
MRNA de genes envolvidos em resposta imunitaria provocando a sua destabilizacdo
(Kumagai & Akira, 2010).

1.3.2 NLR,RLReCLR

Na sequéncia da descoberta dos TLR, outros PRR tém vindo a ser caracterizados, entre
0s quais se destacam as familias de PRR citoplasmaticos NLR e RLR e a familia de
receptores transmembranares CLR (Tabela 2).

Os receptores da familia NLR detectam no citoplasma a presenca de PAMP e DAMP
(Kanneganti et al., 2007). A estimulacéo via proteinas NLR pode resultar na activagdo de NF-
kB, na inducéo de vias de sinalizacdo de morte celular e na indugdo do inflamassoma, um
complexo multiproteico que permite o processamento de pré-citocinas induzidas por
agonistas de TLR, NLR e RLR, como pro-IL-1p e pro-1L-18, levando a secre¢do das suas
formas maduras. Estdo identificadas mais de 30 proteinas NLR em ratinho, a maioria das
quais com funcdo ainda desconhecida. Os receptores NOD (do inglés “nucleotide-binding
oligomerization domain”) 1 € NOD2 reconhecem estruturas derivadas do peptidoglicano
bacteriano, iE-DAP (acido y-D-glutamil-meso-diaminopimélico) e MDP (muramildipéptido),
respectivamente, activando NF-xB e MAPK com consequente inducdo de citocinas

inflamatdrias e outros genes envolvidos na resposta imunitaria (Girardin et al., 2003a;
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Girardin et al., 2003b; Kufer et al., 2006). Os inflamassomas, dependendo das proteinas que
0s compdem, s&o classificados em inflamassomas NALP (do inglés “NACHT, LRR and pyrin
domain containing protein”) 3, IPAF (do inglés “IL-1PB converting enzyme protease activating
factor”) e NALP1 (Kumar et al., 2009a). O inflamassoma NALP3 é activado por ligandos
exogenos, como MDP, RNA viral e bacteriano, toxinas e sais de aluminio (adjuvante vacinal
classico), entre outros; e por ligando enddgenos, como cristais de urato monossédico e de
pirofosfato de célcio, péptido B-amildide fibrilar e adenosina trifosfato (ATP, do inglés
“adenosine triphosphate™). O inflamassoma IPAF é activado por bactérias intracelulares como
Salmonella typhimurium e Legionella pneumophila, devendo-se este efeito, pelo menos em
parte, a proteina flagelina. A toxina letal (LT, do inglés “lethal toxin”) de Bacillus anthrax
activa o inflamassoma NALP1 (revisto por Kumar et al., 2009a).

Tabela 2 - NLR, RLR e CLR?

Familia  Localizacio =~ PRR PAMP Origem
NLR Citoplasma NODI iE-DAP Bactérias
NOD2 MDP Bactérias
NALP3 MDP Bactérias
RNA Bactérias, virus
ATP Bactérias?, hospedeiro?
Toxinas Bactérias
Sais de aluminio Adjuvante vacinal
Cristais de urato e de pirofosfato, péptido Hospedeiro
B-amiléide fibrilar, ATP
Silica, abestos Ambiente
Hemozoina Plasmodium
Zimosano Saccharomyces
Nao determinado C. albicans, virus influenza,
Listeria monocytogenes,
Staphylococcus aures
NALPI Toxina letal Bacillus anthracis
IPAF Flagelina Bactérias flageladas
Néo determinado Salmonella typhimurium,
Legionella pneumophila, Shigella
flexneri
RLR Citoplasma RIG-I RNA (5°-PPP ssRNA, dsRNA pequenos Virus (e.g. Paramyxoviridae);
<50 pb); poly(1:C) pequenos (<300 pb) sintese
MDAS dsRNA longos, poly(I:C) longos Virus (e.g. Picornaviridae);
sintese
LGP2 RNA (7) Virus
CLR Membrana DC-SIGN Hidratos de carbono com manose e fucose  Virus, bactérias e fungos,
plasmatica hospedeiro
Dectina-1 B-Glucano Fungos

®Adaptado de Kumar et al. (2009a, 2009b) e de Kawai e Akira (2009).
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A familia dos receptores citoplasmaticos RLR compreende trés membros, RIG-1 (do
inglés “retinoic acid-inducible gene-I"), MDA5 (do inglés “melanoma differentiation-
associated gene 5”) e LGP2 (do inglés “laboratory of genetics and physiology 2”) (Takeuchi
& Akira, 2009). Estes receptores detectam dsRNA gendémico de virus e dsSRNA originados
durante replicacao de virus ssSRNA, levando a producao de citocinas inflamatdrias e de IFN do
tipo | via activacdo de NF-kB, IRF3 e IRF7 (Kumar et al., 2009a). RIG-1 e MDAS detectam
padrBes distintos de moléculas de RNA ndo-proprio. RIG-1 liga-se a RNA 5’-trifosfato em
formas de cadeia simples e de cadeia dupla ou pequenos dsRNA de 300 a 1000 pb sem 5°-
trifosfato. MDA-5 reconhece dsSRNA com mais de 1000 pb e o analogo sintético de dsRNA
poly(I:C) (Jin et al., 2010). Estudos in vitro sugerem que LGP2 funciona como regulador
negativo de RIG-1 e MDAS (Takeuchi & Akira, 2010).

A familia CLR compreende um conjunto de receptores transmembranares
caracterizados pela presenca de um dominio de ligacdo a hidratos de carbono que permite a
deteccdo de diferentes classes de microrganismos. A ligacao a lectinas do tipo C é importante
na internalizacdo e no processamento antigénico de microrganismos, mas pode igualmente
induzir a transcricdo de genes relevantes para o desenvolvimento de imunidade especifica
(den Dunnen et al., 2010). A proteina DC-SIGN (do inglés “dendritic cell-specific
intercellular adhesion molecule-3-grabbing non-integrin™), expressa em células dendriticas e
em algumas subpopulacGes de macrofagos, reconhece diversas estruturas de hidratos de
carbono, como glicoconjugados contendo manose e antigénios de grupo sanguineo contendo
fucose. A ligacdo a DC-SIGN induz a activacao de vias de sinalizacdo que, embora por si s6
ndo activem NF-«xB, convergem com as vias de sinalizacdo TLR modulando a sua fungéo
(Gringhuis et al., 2007). Exemplo desta modulagéo é o impedimento da maturacdo de células
dendriticas induzida por LPS e o aumento da producdo de IL-10 em células estimuladas via
DC-SIGN (Gringhuis et al., 2007). O receptor dectina-1 reconhece B-glucano de diversas
espécies de fungos, como Candida albicans. A sua estimulacdo em macrdéfagos induz
fagocitose, producéo de espécies reactivas de oxigenio e expressdo de citocinas inflamatorias
(Underhill et al., 2005). Esta lectina do tipo C é Unica na capacidade de induzir directamente a
activagdo de NF-xB (Gross et al., 2006). A sua activagdo em células dendriticas induz
preferencialmente respostas do tipo Th17 (LeibundGut-Landmann et al., 2007).

Todas as familias de PRR mencionadas, para além de outras aqui ndo abordadas por
ultrapassarem o ambito deste trabalho ou por serem ainda mal conhecidas, incluem receptores
cuja activacdo promove mecanismos efectores de imunidade inata com um impacto

determinante no desenvolvimento das respostas especificas. Neste contexto, 0s receptores
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melhor estudados e mais relevantes para o presente trabalho sdo os TLR, aos quais ¢é dedicada

maior atencao.

1.4 O efeito da activacdo TLR em funcbes de ceélulas apresentadoras de

antigénios

As células apresentadoras de antigénios profissionais (APC, do inglés “antigen
presenting cells”) sdo um elemento fundamental do sistema imunitario inato que desempenha
simultaneamente um papel central na inducdo de respostas especificas por linfocitos T e B. De
entre as APC, as células dendriticas sdo particularmente eficientes na activacao de linfécitos T
naif (Banchereau et al., 2000; Hart, 1997) tendo assim um papel Unico na iniciacdo de
respostas adaptativas. O conjunto de eventos que caracteriza a maturagdo das células
dendriticas, desde o contacto inicial com 0s microrganismos até a apresentacdo antigénica a
linfocitos T, € influenciado por factores provenientes do ambiente que as circunda, mas é em
grande medida desencadeado e regulado pelo reconhecimento dos microrganismos através de
PRR (Iwasaki & Medzhitov, 2004).

1.4.1 Migracdo e internalizacao

As células dendriticas imaturas distribuem-se pelos tecidos periféricos onde vigiam o
meio circundante. Nesta fase, expressam receptores como o receptor de quimiocinas CXC
(CXCR, do inglés “CXC chemokine receptor”) 1, o receptor de quimiocinas CC (CCR, do
inglés “CC chemokine receptor”) 1, CCR2, CCR5 e CCR6 que permitem a sua migracéo para
os locais de inflamacdo em resposta a quimiocinas inflamatérias como o ligando de
qguimiocina CC (CCL, do inglés “CC chemokine ligand”) 3/MIP (do inglés “macrophage
inflammatory protein”)-1a, CCL4/MIP-13, CCL20/MIP-3a, CCL2/MCP (do inglés
“monocyte chemotactic protein”)-1 e CCL5/RANTES (do inglés “regulated upon activation,
normal T cell expressed and secreted”) (Lebre et al., 2005; Pulendran, 2004b; Sallusto &
Lanzavecchia, 2000; Sallusto et al., 1999). Uma vez no foco inflamatorio, o contacto com
citocinas como o factor necrosante tumoral (TNF, do inglés “tumor necrosis factor”)-a e IL-1
e com ligandos de PRR induz a sua maturacdo. Estudos recentes demonstram que nos
momentos iniciais apds contacto com ligandos TLR a motilidade das células dendriticas
diminui transitoriamente devido, pelo menos em parte, a modulacdo da actividade do
citoesqueleto de actina (Faure-André et al., 2008; West et al., 2008). Segundo o0s autores
destes estudos, esta imobilizacdo temporéria poderd ter como funcdo prolongar o contacto

com o0s microrganismos no local de inflamacgdo. As células dendriticas migram entdo através
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dos vasos linfaticos para os ganglios linfaticos regionais onde ocorre a apresentacdo dos
péptidos processados a linfdcitos T. A activacdo das células dendriticas via TLR promove esta
migracdo através da regulacdo negativa de receptores de quimiocinas inflamatorias, como
CCR1, CCR5 e CCR®6, e da regulacdo positiva de CCR7 (lwasaki & Medzhitov, 2004;
Sozzani et al., 1998; van Duin et al., 2006). Este receptor tem como ligandos as quimiocinas
CCL19/MIP-3B e CCL21/6Ckine/SLC (do inglés “secondary lymphoid tissue chemokine”),
expressas nos tecidos linfoides secundérios, e desempenha um papel crucial na migragdo de
células dendriticas maduras para os vasos linfaticos aferentes e na sua localizacdo nas areas T
dos ganglios linfaticos (Sallusto & Lanzavecchia, 2000).

A semelhanca da migragéo das células dendriticas, a internalizagdo dos microrganismos
nos locais de inflamacdo € igualmente regulada por activacdo TLR. Embora a diminuigdo da
capacidade endocitica seja comummente descrita como uma caracteristica de maturacao
destas células — consentanea com a transicdo de um fenétipo destinado a captura de antigénios
para um fenotipo adequado ao processamento e apresentacdo dos péptidos processados —
alguns estudos demonstram ocorrer um aumento transitério da internalizacdo de antigénios
em resposta a activacdo TLR (Gil-Torregrosa et al., 2004; West et al., 2004). Este efeito €
observavel por estimulacdo com ligandos de diferentes receptores, incluindo LPS (TLR4),
Pam3CSK, (TLR2), poly(I:C) (TLR3) e ODN com motivos CpG (TLR9) (Gil-Torregrosa et
al., 2004; West et al., 2004). A importancia da activacdo TLR na internalizacdo de antigénios
é ainda evidenciada pela diminuicdo da capacidade fagocitica de macrofagos deletados em
MyD88 (Blander & Medzhitov, 2004). Este fendmeno depende da activacdo de MAPK
(Blander & Medzhitov, 2004; Zaru et al., 2007) e poderad ter um papel determinante na
aquisicdo de antigénios pelas APC quando de um contacto inicial com microrganismos.
Importa sublinhar, no entanto, que os autores destes estudos, em conformidade com os
resultados obtidos noutros trabalhos (Datta et al., 2003; Weck et al., 2007), registam uma
regulagéo negativa da capacidade de internalizagdo de antigénio por ligandos TLR na fase de

maturacao tardia.

1.4.2 Processamento e apresentacdo antigénica em contexto de MHC classe 11

Embora ainda alvo de controvérsia (Russell & Yates, 2007a, 2007b; Yates & Russell,
2005), tém-se acumulado observacgdes que suportam um papel determinante da activacdo TLR
no controlo da maturagdo dos fagossomas, com impacto consequente na regulacéo da
apresentacdo antigénica por APC. Os trabalhos desenvolvidos pelos grupos de Blander e
Medzhitov sustentam a existéncia de dois modos de maturacdo dos fagossomas, um

constitutivo e outro indutivel, sendo este Gltimo controlado por sinalizagdo TLR (Blander,
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2008; Blander & Medzhitov, 2004; Blander & Medzhitov, 2006). De acordo com estes
estudos, a fagocitose de bactérias origina uma taxa de fusdo fagolisossomal superior a
observada na fagocitose de células apoptoticas que ndo contém ligandos TLR. Esta diferenca
observa-se apenas na presenca de sinalizacdo TLR e envolve a activacdo da MAPK p38 via
activacdo de MyD88. Porventura mais relevante, este controlo de maturacdo exerce-se de
forma auténoma nos fagossomas. Isto €, numa mesma celula o modo indutivel verifica-se
somente nos fagossomas que contém ligandos de TLR, observando-se 0 modo de maturagéo
constitutivo nos fagossomas que contém ceélulas apoptoticas, mesmo quando é exercida
estimulacdo exdgena com LPS na mesma célula ou quando se verifica fagocitose simultanea
de bactérias.

Uma vez ocorrida a fusdo fagolisossomal, a formacdo de complexos péptido-MHC
classe 11, base da apresentacdo directa de epitopos de origem exogena a linfocitos T CD4",
encontra-se igualmente sob o controlo de activacdo TLR. Por norma, os antigénios exdgenos
internalizados por APC sdo degradados nos lisossomas acidicos por accdo de proteases,
nomeadamente catepsinas, e 0s péptidos resultantes sdo entdo ligados a moléculas MHC
classe Il ap0s libertacdo do péptido da cadeia invariante associado a MHC classe Il (CLIP, do
inglés “class II-associated invariant chain-derived peptide”), que protege a fenda de ligagdo a
péptidos, por accdo da molécula MHC nédo-classica HLA-DM (H2-DM em ratinho). Blander e
Medzhitov (2006) demonstram que a inducdo da clivagem da cadeia invariante, de que resulta
0 péptido CLIP, € especificamente induzida por activacdo TLR, ndo se verificando em
fagossomas desprovidos de ligandos destes receptores.

Este mecanismo de controlo auténomo do destino do conteido de cada fagossoma,
baseado na compartimentalizagdo da sinalizagdo TLR, é uma explicacdo atraente para a
compreensdo de como o0 sistema imunitario evita o desencadeamento de resposta contra
antigénios proprios em situacdes de infeccdo. De facto, nestas condicBes, ocorrendo
fagocitose de microrganismos e ceélulas apoptéticas pela mesma APC, e considerando a
elevada expressdo superficial de moléculas co-estimuladoras induzida pela activacdo de PRR,
ou seja, a aquisicdo pela célula de um fenotipo fortemente indutor de imunidade, parece
essencial a existéncia de um mecanismo que discrimine o que deve ser apresentado a células
T, restringindo-o a péptidos derivados dos microrganismos.

A activacdo TLR potencia ainda a apresentacdo directa de antigénios exdgenos por
células dendriticas através da estabilizacdo de moléculas MHC classe Il na superficie celular.
Em células ndo-activadas os complexos MHC-péptido permanecem por periodos curtos na
superficie celular, sendo continuamente internalizados por endocitose. Esta reciclagem é

controlada pela proteina MARCH (do inglés “membrane-associated RING-CH”) I, uma ligase
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da ubiquitina E3, cuja expressdo é diminuida em resposta a estimulacdo por LPS, o que

resulta num aumento da expressao superficial de MHC classe 11 (De Gassart et al., 2008).

1.4.3 Co-estimulacdo: imunidade versus tolerancia

A internalizacdo e o processamento de antigénios exdgenos por celulas dendriticas
levam a exposi¢do, na superficie da célula, de moléculas MHC classe Il ligadas a péptidos
derivados do antigénio para serem apresentados a linfocitos T CD4". O seu reconhecimento
por uma célula T CD4" naif através do receptor de células T (TCR, do inglés “T cell
receptor”) determina a especificidade da resposta adaptativa contra o antigénio. No entanto,
para que se desenvolva imunidade, o reconhecimento necessita de ser acompanhado por co-
estimulacdo, exercida através da ligacdo de moléculas co-estimuladoras expressas a superficie
da célula dendritica com os respectivos ligandos na superficie da célula T. Na auséncia destes
sinais a célula T € instruida no sentido de um fendtipo regulador ou anérgico que resulta em
tolerancia face ao antigénio apresentado (Kapsenberg, 2003). Pelo contrario, conjuntamente
com o reconhecimento via TCR, a co-estimulagdo induz a proliferacdo das células T naif e a
sua diferenciacdo em células efectoras e células de memodria.

De entre as moléculas co-estimuladoras destacam-se CD80 (B7.1), CD86 (B7.2) e
CD40 e 0 aumento da sua expressao a superficie das células dendriticas € comummente usado
como marcador do processo de maturacdo. A principal via de co-estimulcdo de células T naif
é exercida através da molécula CD28, expressa constitutivamente pela generalidade das
células T, por ligacdo de CD80 e CD86 expressas a superficie de APC (Reis e Sousa, 2006).
Para além da sobreexpressdo induzida por citocinas, a expressdo de CD80/CD86 e outras
moléculas co-estimuladoras a superficie de células dendriticas é estimulada por ligacdo a TLR
(Iwasaki & Medzhitov, 2004).

1.4.4 Polarizagéo de linfocitos Th

As respostas imunitarias especificas dirigidas contra diferentes microrganismos podem
ser qualitativamente distintas no que respeita aos mecanismos efectores e reguladores que as
caracterizam. Os diferentes tipos de resposta sdo em grande medida determinados pelo sentido
da diferenciacio dos linfocitos T CD4" naif na sequéncia da sua activacdo inicial, induzida
pelo reconhecimento de péptidos no contexto de MHC classe 11. Este processo, designado por
polarizacdo da resposta Th, é também regulado pela activagdo da célula dendritica induzida

por estimulacéo TLR.
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Os dois perfis Th classicamente entendidos como pélos opostos desta polarizacao,
designados por Thl e Th2, caracterizam-se por padrfes distintos de secrecdo de citocinas e
activam diferentes componentes efectores do sistema imunitario (Annunziato & Romagnani,
2009; Kapsenberg, 2003; Pulendran et al., 2001a; Zhu et al.,, 2010a). As células Thl
desempenham um papel central na proteccdo contra microrganismos intracelulares atraveés da
producdo de niveis elevados de IFN-y, activacdo de células fagocitérias e producdo de
anticorpos opsonizantes e fixadores do complemento. Por seu turno, as celulas Th2 estdo
relacionadas com a proteccao contra parasitas helmintes e produzem citocinas como IL-4, IL-
5, IL-9, IL-10 e IL-13. As citocinas IL-4 e I1L-13 estdo implicadas na mudanca de classe de
imunoglobulinas produzidas por linfocitos B para IgE, com consequente activacdo de
basofilos e mastocitos e produgdo de IL-4, IL-13, TNF-o e eotaxinas. IL-5 desempenha papel
importante na activacao de eosinofilos e IL-9 contribui para a resposta de mastécitos e de IgE
e para a producdo de mucina pelas células epiteliais.

As respostas do tipo Thl séo, em geral, descritas como respostas tipicamente celulares e
as respostas do tipo Th2 como respostas humorais. Importa no entanto salientar que, se as
respostas Th2 se caracterizam de facto pela significativa producdo de 1gG1 e IgE (no caso do
ratinho), as respostas Thl incluem também uma componente humoral embora caracterizada
por imunoglobulinas de subclasses distintas, designadamente, no ratinho, IgG2a e 1gG3
(Annunziato & Romagnani, 2009; Coffman et al., 1993).

No estabelecimento de resposta a infec¢do podem coexistir aspectos caracteristicos de
ambos os tipos de resposta, mas, devido a mecanismos reciprocos de inibicao e auto-reforco,
verifica-se, em geral, uma tendéncia para a estabilizacdo num dos sentidos de polarizacdo
(Kaiko et al., 2008).

A diferenciacdo de um linfocito T CD4" no sentido de uma das classes Th é
determinada por um conjunto diversificado de factores que actuam no momento do
reconhecimento de um complexo péptido-MHC classe Il, em particular por sinais
provenientes da celula dendritica, quer de forma directa por ligacdo de moléculas de
superficie, quer através de citocinas secretadas. A natureza do antigénio e a afinidade da
ligagdo ao TCR contribuem também para a definicdo do sentido de polarizacdo (Kaiko et al.,
2008).

A diferenciacdo no sentido Thl ocorre fundamentalmente em resposta a IFN-y e I1L-12,
sendo o primeiro produzido, em fases iniciais de uma infeccdo, por células de resposta inata,
como células NK, células dendriticas e macrofagos. As citocinas IL-18, IL-27, IL-23, IFN do
tipo | e as moléculas de superficie CD54, ICAM (do inglés “inter-cellular adhesion

molecule”)-1, Delta-1 e Delta-4 foram também implicadas na polarizagdo de resposta Thl
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(Amsen et al., 2009; Kaiko et al., 2008). A forte expressdao do factor de transcricdo T-bet
caracteriza as células Thl (Zhu et al., 2010a).

A citocina IL-4 constitui o factor essencial no desenvolvimento de Th2 e o principal
factor de transcricdo associado ao desenvolvimento deste fendtipo é GATA-3 (Zhu et al.,
2010a). A fonte inicial de IL-4 no desencadeamento da polarizacdo no sentido Th2 ndo esta
claramente elucidada mas julga-se poder ser a propria célula T naif em resposta a sinais
derivados das células dendriticas, designadamente através do ligando Jagged-1 dos receptores
Notch das células T (Amsen et al., 2009). O receptor de ICOS (do inglés “inducible T-cell
costimulator”) e as citocinas IL-6 e IL-11 também desempenham um papel na polarizagédo
Th2 (Kaiko et al., 2008).

Recentemente foi descrita uma terceira classe de células Th, designada Th1l7,
caracterizada pela expressao de IL-17, que promove resisténcia a bactérias extracelulares e
fungos através da estimulacdo da actividade de neutrofilos (Annunziato et al., 2010;
Harrington et al., 2005). O comprometimento de linfocitos T CD4" no sentido Th17 ocorre na
presenca de IL-6 em conjunto com TGF (do inglés “transforming growth factor”)-p, mas na
auséncia de IL-4 e IL-12 (Kaiko et al., 2008). ROR(y)t constitui o principal factor de
transcricdo implicado na diferenciacdo de Th1l7 e induz a expressao do receptor de IL-23,
citocina também envolvida no desenvolvimento deste tipo de resposta (Amsen et al., 2009;
Zhu et al., 2010a). IL-21 foi também implicada na diferenciacdo Th17 (Kaiko et al., 2008).

A estimulacdo exacerbada de cada uma das classes Th tem sido associada ao
desenvolvimento de inumeros quadros patologicos. As respostas Thl e Thl7 tém sido
implicadas em doencas auto-imunes e afec¢des cronicas inflamatérias enquanto as respostas
Th2 desempenham um papel central em doencas alérgicas (Zhu & Paul, 2008).

Tém sido propostos outros tipos de ceélulas Th, designadamente Th9 e Th22,
caracterizados pela producdo de elevados niveis de IL-9 e IL-22, respectivamente, porém o
seu significado fisiopatologico estd ainda mal caracterizado (Annunziato & Romagnani,
2009).

Um grupo distinto de células T CD4", os linfocitos T reguladores (Treg), distingue-se
dos anteriores pela sua funcdo reguladora das respostas efectoras, desempenhando um papel
fundamental em mecanismos de tolerancia imunitaria. Estdo descritos dois subgrupos destas
células, um composto por linfocitos cuja natureza reguladora é determinada no timo,
designados linfocitos Treg CD4" naturais, e outro constituido por células que se diferenciam
na periferia a partir de células T CD4" naif apds contacto com células dendriticas, tal como
ocorre com Thl, Th2 e Th17. Estas células, designadas linfocitos Treg CD4" adaptativos ou

induzidos, podem apresentar diferentes fenétipos e sdo importantes na manutencdo de
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tolerancia imunitaria para com antigenios proprios, através da producéo de I1L-10 e TGF-p
(Pulendran et al., 2010; Zhu et al., 2010a). As células Treg tém como factor de transcri¢do
caracteristico Foxp3 e a sua diferenciacdo é promovida por citocinas inibidoras, como IL-10 e
TGF-B, e por &cido retindico (Pulendran et al., 2010; Zhu et al., 2010a).

Os sinais polarizadores que actuam no linfocito T provém em grande medida da célula
dendritica que apresenta o antigénio. O fenotipo desta, por seu turno, € influenciado por
citocinas e quimiocinas do ambiente local, mas é também fortemente determinado pelo
estimulo de maturacdo recebido através dos PRR durante a internalizacdo e processamento do
antigénio (Kaiko et al., 2008). Inicialmente admitia-se que a estimulacdo de células
dendriticas por ligandos TLR induzia, invariavelmente, a polarizacdo de respostas no sentido
Thl (Barton & Medzhitov, 2002). Contudo, um vasto conjunto de estudos realizados nos
Gltimos anos tem vindo a revelar excepcoes a esta regra. E hoje claro que células dendriticas
expostas a diferentes ligandos de TLR, e em diferentes condi¢bes experimentais, se
caracterizam por diferente expressao dos factores polarizadores atras referidos (Manicassamy
& Pulendran, 2009). Embora se reconheca a capacidade de ligandos de TLR3, TLR4, TLR7 e
TLR9 induzirem respostas do tipo Thl, o tipo de polarizacdo obtido por estimulacdo TLR2 e
TLR5 ndo é consensual (Pulendran, 2005). Segundo alguns autores, a estimulacdo TLR2
promove respostas Th2 por ndo induzir nas células dendriticas a expressao de IFN do tipo | e
por activar fortemente e de forma prolongada ERK, uma MAPK, com consequente expressao
de niveis elevados de IL-10 e bloqueio da producao I1L-12p70 (Dillon et al., 2004; Gautier et
al.,, 2005). Ha no entanto, a este respeito, conclusGes contraditérias na literatura que
sublinham a necessidade de uma interpretacdo cautelosa dos resultados quando se pretende
correlacionar diferentes PRR ou os seus ligandos com capacidade de polarizagdo Th
(Kapsenberg, 2003). Por exemplo, em condic@es in vitro, dependendo da dose e da duracdo
do periodo de estimulacdo, o ligando de TLR4 LPS pode induzir a diferenciacdo de células
dendriticas imaturas em células com capacidade de polarizar respostas tanto no sentido Thl
como no sentido Th2 (Langenkamp et al., 2000). Do mesmo modo, a inalacdo de antigenio
conjuntamente com doses baixas de LPS promove a indugdo de resposta Th2 in vivo,
observando-se, pelo contrario, polarizagcdo no sentido Th1 quando séo inaladas doses elevadas
de LPS simultaneamente com o antigénio (Eisenbarth et al., 2002). Por outro lado, embora o
conceito inicial de que diferentes subpopulacGes de celulas dendriticas possuem fenotipos pré-
determinados (DC1 e DC2) no sentido de polarizar a resposta para um tipo Thl ou Th2 tenha
sido em grande medida posto em causa pela demonstracdo de uma significativa plasticidade
destas células em resposta a diferentes estimulos (Edwards et al., 2002; Manickasingham et

al., 2003), devem ser tidas em consideracdo diferencas nas subpopulagdes utilizadas nos
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estudos de polarizacdo. Por exemplo, a estimulagdo de células dendriticas CD8a de ratinho,
com fendtipo plasmocitoide, isoladas de ganglios linfaticos mesentéricos, ao contrério
daquelas isoladas do baco, induzem diferenciacdo de Treg mesmo se estimuladas com ODN
CpG, um ligando fortemente indutor de respostas Th1 (Bilsborough et al., 2003).

Para além do efeito exercido por indugdo da secre¢do de citocinas, a estimulagdo TLR
influencia a polarizagio ou o reforco da polarizagio de células T CD4" através da indugdo de
quimiocinas. As células Thl e Th2 expressam diferentes padrdes de receptores de
quimiocinas sendo por isso atraidas de forma distinta em resposta a gradientes destes
mediadores. As células Th1 expressam niveis elevados dos receptores CXCR3 e CCR5, cujos
ligandos sdo, entre outros, o ligando de quimiocina CXC (CXCL, do inglés “CXC chemokine
ligand”) 9/MIG (do inglés “monokine induced by gamma-interferon””), CXCL10/IP-10 (do
inglés “IFN-y-inducible protein 10”) e CXCL11/I-TAC (do inglés “interferon-inducible T-cell
alpha chemoattractant”), para o primeiro, e RANTES, MIP-1a e MIP-1p para o segundo. Os
linfocitos Th2 expressam CCR3, CCR4 e CCRS, cujos ligandos sdo CCL11/eotaxina para o
primeiro, CCL17/TARC (do inglés “thymus and activation regulated chemokine”) e
CCL22/MDC (do inglés “macrophage-derived chemokine™), para o segundo, e CCL1/1-309,
para o terceiro (Lebre et al., 2005). De acordo com um estudo realizado por Lebre et al.
(2005) as células dendriticas diferenciadas num sentido polarizador Thl expressam
preferencialmente quimiocinas inflamatorias (como MCP-1, MIP-1a, MIP-1 ¢ RANTES) e
quimiocinas que atraem linfécitos Thl (MIG, IP-10 e I-TAC), engquanto as células dendriticas
maduras polarizadoras de Th2 expressam preferencialmente MDC, cujo receptor é expresso
em linfécitos Th2. Assim, a inducdo da expressdo de quimiocinas em células dendriticas
localizadas nos tecidos periféricos permite o recrutamento dos diferentes tipos de linfécitos
para os locais inflamatorios e possibilita o reforco da polarizacdo antes induzida.

O conhecimento sobre as consequéncias da estimulacéo por diferentes ligandos TLR, ou
exercida simultaneamente por ligandos de diferentes receptores, na polarizacdo de resposta
tem grande relevancia para o desenvolvimento de novos tipos de vacinas e grande parte do
conhecimento relativo a este aspecto provém de estudos de associagdo de antigénios com
ligandos TLR para modulacdo de resposta. Estas estratégias de imunomodulacdo com
diferentes formulagdes estimuladoras, bem como os seus efeitos sobre a resposta especifica

por estimulagéo directa de células T, sdo abordados mais adiante.

1.45 Apresentagdo cruzada

Designa-se por apresentacdo cruzada de antigénios o fendbmeno em que os antigénios

exogenos, em regra processados pela via endocitica e apresentados no contexto de MHC
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classe 1l a células T CD4", sdo, ao invés, apresentados em contexto de MHC classe | a
linfocitos CD8". Este processo ocorre em APC e distingue-se da apresentacdo classica em
MHC classe I, que ocorre de forma generalizada em células nucleadas e na qual os péptidos
apresentados tém origem enddgena. Na apresentacdo directa pela via classica os antigénios
expressos no citoplasma, de origem prépria ou viral, sdo degradados pelo proteossoma, um
complexo multicatalitico de proteases, e 0s péptidos resultantes sdo transportados activamente
para o limen do reticulo endoplasmético por moléculas TAP (do inglés “transport associated
antigen processing”) onde sdo inseridos em moléculas MHC classe | sintetizadas de novo. Os
complexos péptido-MHC classe | séo entdo transportados para a superficie celular onde ficam
disponiveis para o reconhecimento por linfocitos CD8". O processo de apresentacio classica é
pois crucial para que se desencadeiem os mecanismos citotoxicos de linfocitos T CD8”
efectores contra células infectadas por virus (Guermonprez et al., 2002). Por outro lado, a
apresentacdo cruzada pelas APC, particularmente pelas células dendriticas, para além de
desempenhar um papel importante na manutencao de tolerancia imunitaria contra antigénios
proprios (Kurts et al., 1997), constitui 0 mecanismo que permite a ligacdo de péptidos de
origem exdgena a MHC classe | e, dessa forma, o “priming” de linfocitos CD8"
reconhecedores de antigénios tumorais e de antigénios de virus que ndo infectam APC
(Groothuis & Neefjes, 2005). Constitui ainda o processo pelo qual se torna possivel a inducéo
de respostas citotoxicas por linfocitos CD8" especificos contra antigénios de vacinas n&o-
replicativas.

Para além do papel atras referido no controlo do processamento e apresentacdo de
antigénios exdgenos no contexto de MHC classe 1 a células T CD4", comeca a ser também
evidente um papel relevante da activacdo TLR na inducdo de apresentagcdo cruzada de
antigénios pelas células dendriticas. Segundo Gil-Torregrossa et al. (2004) a activacdo de
ceélulas dendriticas por LPS estimula a apresentacdo cruzada mediada for receptores y do
fragmento cristalizavel (FcyR, do inglés “fragment cristallizable y receptor”) durante as
primeiras horas de estimulacdo. Este fendmeno deve-se a um aumento da internalizagdo e do
transporte de antigénios para o citoplasma, bem como a um aumento ligeiro da actividade do
proteossoma e do TAP. Inversamente, numa fase posterior da maturagdo, ocorre uma
diminuicdo da tomada de antigénio e da sua transferéncia para o citoplasma que origina o
bloqueio da apresentacdo cruzada. Segundo estes autores, este mecanismo podera ter como
funcdo uma focalizacdo no processamento e apresentacdo dos antigénios internalizados na
periferia, aquando do encontro com o estimulo de maturacdo. Em consondncia com estes
resultados, West et al. (2004) reportam um aumento na apresentacdo cruzada de células

dendriticas estimuladas de forma aguda (30 a 60 minutos) com LPS. Mais recentemente,
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Burgdorf et al. (2008) demonstraram um mecanismo de apresentagdo cruzada que requer uma
deslocacdo de TAP para os endossomas precoces, a qual é induzida por LPS e dependente de
TLR4 e MyD88. A apresentacdo cruzada nos endossomas precoces, sem que se verifique o
acesso ao reticulo endoplasmatico onde ocorre a ligagdo de péptidos de origem enddgena a
MHC classe |, revela uma separacdo espacial e um mecanismo distinto entre apresentacéo
directa e cruzada e uma tendéncia desta Ultima no sentido da apresentacdo de antigénios
microbianos, mediada por TLR.

Estudos recentes tém vindo também a demonstrar capacidade de apresentacdo cruzada
pelas células dendriticas plasmocitoides (Di Pucchio et al., 2008; Mouries et al., 2008),
implicando a activacdo TLR na regulacdo desse processo. Mouriés et al. (2008) demonstram
que células dendriticas plasmocitéides capturam de forma eficiente antigénios exdgenos in
vivo, mas que a apresentacdo cruzada por um mecanismo dependente de TAP exige
estimulacdo via TLR7 ou TLR9.

Para além dos trabalhos que abordam especificamente os mecanismos de apresentacao
cruzada nas células dendriticas e que demonstram a influéncia da estimulacdo por ligandos
TLR nela exercida, diversos outros estudos reforcam o papel da activacdo via PRR na
apresentacao cruzada através da demonstracdo de uma capacidade superior na inducgéo in vivo
de respostas especificas por linfocitos CD8" em protocolos vacinais que associam ligandos
TLR a antigénios proteicos. Pelo menos em parte, tal aumento resultard do efeito de
estimulacdo, directa ou indirecta, nas APC que processam 0s antigénios vacinais. Os
mecanismos subjacentes a inducao de respostas citotoxicas especificas in vivo através de TLR
ndo estdo no entanto totalmente esclarecidos, existindo na literatura resultados contraditorios
sobre a sua natureza. De acordo com Durand et al. (2004; 2006) a capacidade dos estimulos
TLR iniciarem respostas de linfocitos CD8" contra antigénios sollveis estad fortemente
dependente da via de sinalizacdo dos IFN do tipo I, activada, no estudo referido, por ligandos
de TLR3, TLR4 e TLR9. Também no trabalho realizado por Datta et al. (2003), apenas 0s
ligandos de TLR3 [poly(l:C)] e de TLR9 (CpG DNA), fortemente indutores de IFN-a/B, se
revelaram eficientes na inducdo de apresentagdo cruzada. Contudo, estdo reportados
resultados que demonstram a inducdo de apresentagdo cruzada e citotoxicidade especifica
contra antigénios conjugados com ligandos de TLR2, cuja estimulagcdo em células dendriticas
ndo induz IFN (Baz et al., 2008; Chua et al., 2008; Jackson et al., 2004; Khan et al., 2007;
Lau et al., 2006).
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1.5 Activacdo TLR em linfdcitos e celulas ndo-imunitarias

No ponto anterior fez-se referéncia aos efeitos da estimulacdo TLR nas células
dendriticas e ao seu impacto no desencadeamento ulterior de respostas adaptativas. Contudo,
em contexto in vivo, a activacdo através de PRR ndo se verifica somente nestas células,
estando descrita a ocorréncia de estimulacdo directa em neutréfilos, eosinofilos, mastocitos,
células NK, células epiteliais e do endotélio vascular, entre outras (Iwasaki & Medzhitov,
2004). Para além de desempenhar um papel na defesa imunitaria inata, a estimulacéo via PRR
de outras celulas que ndo as APC exerce influéncia indirecta na resposta adaptativa através de
citocinas e quimiocinas que actuam sobre as APC. llustrativo dessa possibilidade € o trabalho
de Lebre et al. (2003) em que se demonstra a inducdo de maturacdo de células dendriticas
derivadas de mondcitos humanos por sobrenadantes de culturas de queratindcitos activados
por um analogo sintético de dsRNA. As células dendriticas assim maturadas favoreceram
fortemente o desenvolvimento de células Thl a partir de linfécitos T naif, tendo dependido
esta polarizacdo dos mediadores IFN-a/p e IL-18 presentes nos sobrenadantes de culturas de
queratindcitos estimulados. Outro exemplo do papel da activagdo via PRR de células ndo
imunitérias no desenvolvimento de imunidade adaptativa é a demonstracdo de que a activacéo
de células do estroma exercida por poly(l:C) e mediada pelo RLR MDAJS ¢ essencial para o
estabelecimento de meméria em linfécitos CD8" quando aquele ligando é usado como
adjuvante (Wang et al., 2010). Hou et al. (2008) reportam ainda que em ratinhos com células
dendriticas deficientes em MyD88 a producao de IFN-y por células NK e NKT, bem como a
polarizagdo Thi de linfocitos CD4" especificos de antigénios, se mantém em grande medida
inalteradas ap6s administracdo de um ligando de TLR9 sob forma agregada. O mesmo néo se
observa quando o ligando é administrado sob forma soltvel, demonstrando, por um lado, uma
relacdo entre a forma fisica em que o ligando de TLR é administrado e o tipo de células que é
activado e, por outro, o papel potencial da activagdo de outras células, que ndo as células
dendriticas, na promocao de respostas Th1.

Nos ultimos anos tem vindo a ser igualmente demonstrada a existéncia de uma
modulacéo directa das fungdes de linfocitos por ligandos TLR que se exerce em diferentes
subpopulacdes e que tem impacto na imunidade especifica. Diversos estudos sugerem que a
estimulagdo directa de celulas T por ligandos TLR desempenha um papel co-estimulador
semelhante ao exercido via CD28, induzindo a sua proliferacdo e sobrevivéncia e baixando o
seu limiar de activacdo (revisto por Gibson et al., 2010). Este facto possibilita o
desencadeamento de resposta na presenca de sinalizacdo TCR fraca, incluindo a inducdo de
respostas por linfocitos T CD8" (Cottalorda et al., 2009; Mercier et al., 2009). Foi também
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demonstrado que a sinalizagdo TLR em linfocitos B € necessaria para que ocorra resposta
humoral contra antigénios T-dependentes (Pasare & Medzhitov, 2005).

A activacgdo directa de linfdcitos via TLR desempenha ainda um papel na polarizacdo
das respostas imunitarias. De acordo com Imanishi et al. (2007) a estimulacdo de linfocitos
Th1 de ratinho por ligandos de TLR2 induz, de forma directa, a producdo de IFN-y, assim
como proliferagdo e sobrevivéncia celulares na auséncia de estimulo via TCR. O mesmo
efeito ndo se observa com ligandos de outros TLR, nem em células Th2 com qualquer dos
ligandos, o que sugere um papel importante da estimulacdo TLR2 na promogéo e manutencéao
de respostas Thl. Num modelo de melanoma B16-ovalbumina, demonstrou-se também que a
estimulacdo directa de linfocitos CD8" por esta via aumenta a sua actividade citolitica
(Asprodites et al., 2008).

Tém-se ainda acumulado evidéncias de que a estimulacdo directa de células Treg via
TLR tem um papel importante na modulacdo das suas fungdes (Liu et al., 2010). A activacdo
de linfocitos Treg pelo ligando de TLR2/1 Pam3CSK,, conjuntamente com estimulagdo via
TCR e na presenca de IL-2, induz proliferacdo e perda temporaria de propriedades
supressoras, as guais sdo, no entanto, restauradas apds remocdo do estimulo (Liu et al., 2006;
Sutmuller et al., 2006). A diminuicdo da capacidade supressora das células Treg foi também
observada na sequéncia de estimulacdo directa destas células via TLR8 (Peng et al., 2005).
Por outro lado, foi reportado o aumento nas propriedades supressoras de linfocitos Treg por
estimulacdo directa com hsp60 (do inglés “heat-shock protein 60°’) endogena (Zanin-Zhorov
et al., 2006), flagelina (Crellin et al., 2005) e analogos de ssRNA (Forward et al., 2010),
ligandos de TLR2, TLR5 e TLRY7, respectivamente.

1.6 Modulacdo de imunidade especifica por ligandos de PRR em imunizacéo e

imunoterapia

As vacinas subunitarias apresentam vantagens significativas sobre as vacinas vivas no
que respeita a sua seguranca e estabilidade, mas sdo em geral pouco imunogeénicas, revelando
pobre capacidade para induzir respostas citotoxicas especificas € memoria imunoldgica
duradoura. Requerem por isso a utilizacdo de elementos adjuvantes que potenciem a
imunogenicidade dos antigénios de modo a promover respostas protectoras.

Apesar de um longo historial de tentativas para o desenvolvimento de adjuvantes
vacinais, poucos sdo aqueles que foram até hoje licenciados para uso clinico. Entre eles
contam-se os sais de aluminio, identificados nos anos 1920 e hoje largamente usados; as

emulsdes 6leo em agua, como MF59 e ASO03, licenciadas na Europa e usadas nas vacinas
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contra o virus da gripe pandémico H1N1 em 2009; os lipossomas, vesiculas lipidicas usadas
em vacinas humanas contra a gripe e a hepatite A; e o AS04, composto por MPL, um
derivado do componente activo do LPS, adsorvido a sais de aluminio, usado em vacinas
contra o virus da hepatite B e virus do papiloma humano (O'Hagan & De Gregorio, 2009).

O conhecimento recente sobre a forma como o sistema imunitario é alertado para o
combate a infeccdes através de PRR abriu novas perspectivas para a inducdo de respostas
especificas efectivas com recurso a estimulos direccionados para 0s mecanismos de
reconhecimento inato do sistema imunitario (Akira, 2009). A conjugacéo directa ou indirecta
de antigénios com ligandos de PRR pode alterar profundamente a sua imunogenicidade, tanto
em termos quantitativos como qualitativos, o que tem sido explorado para o desenvolvimento
de novos adjuvantes e formulagGes imunogénicas que permitam ultrapassar as dificuldades até
hoje encontradas na obtencdo de vacinas eficazes e seguras (Coffman et al., 2010; Ishii &
Akira, 2007; Pulendran, 2004b; Warshakoon et al., 2009). Nos pontos seguintes abordam-se
algumas das estratégias em estudo para potenciacdo e modulacdo de respostas imunitarias
através do uso de ligandos PRR. As estratégias baseadas em adjuvantes derivados de acidos
nucleicos microbianos sdo apenas brevemente referidas, dando-se especial atencdo aquelas
baseadas nos principais ligandos presentes na parede celular de bactérias Gram-negativas, por

estarem directamente relacionadas com o presente trabalho.

1.6.1 Adjuvantes derivados de acidos nucleicos

O analogo sintético do dsRNA poly(l:C) consiste huma cadeia de acido inosinico e
outra de acido citidilico e a sua capacidade de induzir elevadas quantidades de IFN tem sido
explorada desde o final dos anos 1970 (Jin et al., 2010). Novos analogos sintéticos menos
toxicos destas moléculas tém sido usados experimentalmente como adjuvantes de vacinas
anti-virais e anti-tumorais, designadamente para inducdo de imunidade de mucosas (Adams et
al., 2003; Ichinohe et al., 2005). O dsRNA é reconhecido pelos receptores TLR3, dois
membros da familia RLR (RIG-1 e MDA-5) e NALP3 da familia NLR, com consequente
activacdo de caspase-1 e dos factores de transcricdo NF-kB, AP-1, IRF3 e IRF7 (Jin et al.,
2010). As células dendriticas mieldides expressam o conjunto destes receptores e em resposta
a estimulacdo por dsRNA ou analogos sintéticos produzem, entre outros mediadores, 1L-12 e
IFN do tipo I (Jin et al., 2010). A estimulacdo resulta ainda na maturacdo das células
dendriticas com niveis elevados de MHC-classe I/classe 1l, CD83, CCR7, CD86 e CD40
expressos na superficie celular (Navabi et al., 2009). Estudos recentes demonstram que 0

dsRNA exerce também activagdo directa sobre células CD8" (Salem et al., 2009).
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As imidazoquinolinas, desenvolvidas nos anos 1980 como agentes antivirais, s&o uma
familia de an&logos de nucleodsidos que incluem o imiquimod (R-837) e o resiquimod (R-848)
(Smits et al., 2008). O imiquimod, o primeiro composto desta familia a ser autorizado para
uso clinico, activa preferencialmente TLR7 e é usado no tratamento das lesdes papilomatosas
causadas pelo virus do papiloma humano e em terapia de melanoma. O resiquimod tem uma
actividade imunoestimuladora mais pronunciada e actua via TLR7 em ratinho e humano e via
TLR8 em humano. Para aléem das imidazoquinolinas, outros compostos imunoestimuladores
anadlogos de guanosina, como loxorribina, foram identificados como ligandos de TLR7 (Heil
et al., 2003; Lee et al., 2003). Posteriormente, 0 sSRNA rico em guanosina e uridina foi
identificado como o agonista natural destes receptores (Diebold et al., 2004; Heil et al., 2004;
Lund et al., 2004). No entanto, devido a instabilidade destas moléculas, o seu uso como
adjuvante requer estabilizacdo, por exemplo, por encapsulacdo em lipossomas catidnicos
(Meier et al., 2007). Em humanos, a activacdo de TLR7 e TLR8 em células dendriticas
plasmocitoides e células dendriticas mielGides, respectivamente, aumenta a expressdo de
moléculas co-estimuladoras e a producdo de IFN do tipo | e IL-12 (Smits et al., 2008).

As sequéncias sintéticas de ODN com um ou mais motivos CpG ndo-metilados,
frequentemente  designadas  sequéncias  imunoestimuladoras  (ISS, do inglés
“immunostimulatory sequences”), sdo agonistas de TLR9 e sdo também estudadas como
potenciais adjuvantes vacinais. Existem diferentes classes de ISS ODN, de sequéncia e
estrutura diversa, que possuem propriedades imunomoduladoras distintas (Higgins et al.,
2007; Kumar et al., 2009a). Os ODN CpG do tipo A estimulam células dendriticas
plasmocitdides e induzem grande quantidade de IFN-a mas niveis baixos de 1L-12, TNF-a e
IL6. Pelo contrario, ODN CpG do tipo B induzem quantidades elevadas destas citocinas
inflamatdrias e induzem a sobreexpressdo de moléculas co-estimuladoras como CD80, CD86
e moléculas MHC classe 1l em células dendriticas plasmocitdides. Activam ainda linfécitos B
e, no ratinho, células dendriticas mieldides. Estas moléculas tém sido usadas em ensaios
clinicos como adjuvantes ou imunomoduladores contra doengas infecciosas (e.g. virus da
hepatite B), alérgicas (e.g. alergia a acaros) e oncoldgicas (e.g. melanoma) (Higgins et al.,
2007).

A incluséo dos ligandos derivados de &cidos nucleicos microbianos em formulagdes
imunogenicas permite a inducdo de respostas Thl e de respostas citotoxicas por linfocitos
CD8", sobretudo quando co-administrados com o antigénio numa mesma particula (Coffman
et al., 2010; Higgins et al., 2007; Jin et al., 2010; Longhi et al., 2009; Warshakoon et al.,
2009).
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1.6.2 Adjuvantes derivados da parede celular bacteriana

As paredes celulares dos microrganismos constituem estruturas essenciais a sua
integridade e viabilidade e é através delas, simultaneamente, que 0s microrganismos
patogénicos se relacionam com o organismo que infectam. Em concordancia com esta
constatacdo, os ligandos dos PRR que sdo expressos a superficie das células hospedeiras,
como TLR2/1/6, TLR4 ou TLR5, tém como principal origem as paredes celulares dos
microrganismos. Alguns produtos de degradacdo de estruturas constituintes das paredes
celulares, como é o caso de iE-DAP e MDP derivados do peptidoglicano, sdo também
reconhecidos por receptores citoplasmaticos, como NOD1/2. Diversas estratégias vacinais e
imunoterapéuticas que visam a activacdo via PRR tém pois por base a utilizacdo de moléculas
presentes nas paredes celulares de microrganismos ou seus derivados sintéticos, bem como de
estruturas mais complexas e ndo completamente definidas a nivel molecular que sdo obtidas,

por diferentes protocolos, a partir da superficie bacteriana.

1.6.2.1 Lipoproteinas nativas e lipopéptidos sintéticos: TLR1/2/6

Tal como se verificou com outros ligandos TLR, o interesse na utilizacdo de
lipoproteinas e lipopéptidos de origem bacteriana como moléculas adjuvantes é bastante
anterior ao conhecimento dos seus receptores e do seu modo de ac¢do. Pouco tempo depois
dos primeiros estudos em que é descrita e caracterizada uma lipoproteina presente na parede
celular de Escherichia coli, publicados pelos grupos de Braun e Inouye no final dos anos 1960
e inicio dos anos 1970 (Bosch & Braun, 1973; Braun, 1975; Braun & Bosch, 1972, 1973;
Braun & Hantke, 1975; Braun & Rehn, 1969; Hantke & Braun, 1973; Hirashima et al., 1973;
Inouye et al., 1972), demonstrou-se que aquela que viria a ser conhecida como lipoproteina de
Braun, a semelhanca do LPS das bactérias Gram-negativas, apresentava propriedades
mitogénicas sobre linfocitos B de ratinho (Melchers et al., 1975). O estudo dos fragmentos
obtidos por hidrolise da lipoproteina nativa possibilitou a Bessler et al. (1977) atribuirem a
capacidade mitogenica a sua porcdo N-terminal triacilada, o que foi confirmado pouco mais
tarde através da sintese quimica de lipopéptidos com estrutura andloga a dessa regido (Bessler
et al., 1982). Na sequéncia destes trabalhos, as propriedades adjuvantes da componente
lipidica foram demonstradas in vivo. A inoculacdo de ratinhos com lipopéptidos sintéticos
covalentemente ligados a um péptido ndo-imunogénico do receptor do factor de crescimento
epidérmico (EGF, do inglés “epidermal growth factor”) resultou na indugdo de anticorpos
especificos duas semanas apo6s uma Unica administracdo (Bessler et al., 1985b) e a inoculacao

de cobaias com péptidos sintéticos do virus da febre aftosa conjugados com o lipopéptido
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P3CSS resultou na inducdo de anticorpos neutralizantes e proteccdo face a infeccdo viral
(Wiesmuller et al., 1989). No final da década de 1980, observou-se que os lipopéptidos
estimulavam in vitro ndo apenas linfécitos mas também mondcitos humanos e macréfagos de
ratinho (Hoffmann et al., 1988) e Deres et al. (1989) demonstraram a possibilidade de induzir
in vivo respostas por linfocitos citotoxicos, restritas a MHC classe |, através da inoculacdo de
ratinhos com lipopéptidos sintéticos conjugados com epitopos da nucleoproteina do virus da
gripe. Desde entdo realizaram-se inimeros trabalhos usando lipopéptidos sintéticos em
diferentes modelos patogénicos e vacinais (revisto por Moyle & Toth, 2008), incluindo a
demonstracdo da capacidade de induzir respostas humorais e celulares, quer em mucosas quer
a nivel sistémico, através da administracdo oral de péptidos lipidificados (Nardelli et al.,
1994).

Entretanto, na década de 1990 surgiram os primeiros vectores plasmidicos para
expressao de proteinas em fusdo com lipoproteinas bacterianas em Escherichia coli tendo em
vista aplicagdes vacinais. Alguns destes trabalhos tinham apenas por objectivo o transporte e
apresentacdo de antigénios a superficie das bactérias hospedeiras (Harrison et al., 1990;
Taylor et al., 1990), mas outros, incluindo os primeiros baseados na lipoproteina Oprl de
Pseudomonas aeruginosa, foram desde o inicio desenvolvidos com o propdsito, também, de
fazer uso especifico das propriedades adjuvantes da componente lipidica para inducdo de
respostas imunitarias contra antigénios heterélogos (Cornelis et al., 1996; Rioux et al., 1992).
S6 entdo, no dltimo ano da mesma década e dois anos apds a publicacdo do trabalho de
Medzhitov et al. (1997) em que é descrita a clonagem e caracterizacdo do receptor humano
homélogo de Toll de Drosophila, sdo publicados diversos estudos que demonstram que 0
TLR2 é o receptor das lipoproteinas bacterianas, contribuindo assim para a compreensdo das
propriedades adjuvantes destas moléculas (Aliprantis et al., 1999; Brightbill et al., 1999;
Hirschfeld et al., 1999; Lien et al., 1999). Desde essa altura, foram desenvolvidas diferentes
estratégias para a lipidificacdo de proteinas heterdlogas em celulas procariotas (Chen et al.,
2009; Cullen et al., 2003; Kamalakkannan et al., 2004).

Para além de produtos de fusdo entre lipoproteinas bacterianas e antigénios heterélogos
e de lipopéptidos triacilados (como Pam3CSK,) conjugados com péptidos sintéticos, outras
formas de conjugacdo entre proteinas e componentes lipidicos tém sido utilizadas com o
objectivo de potenciar respostas imunitarias (revisto por Moyle & Toth, 2008). Nestas inclui-
se 0 uso de analogos de lipoproteinas ou lipopéptidos bacterianos diacilados, como MALP-2
de Mycoplasma fermentans, que possuem o0s mesmos dois acidos gordos com ligacGes éster
das lipoproteinas triaciladas mas sdo desprovidos do acido gordo com ligacdo amida e que,

como acima se refere, actuam via TLR2/6 ou apenas TLR2. Outra estratégia comummente
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usada tem sido a sintese de lipopéptidos monoacilados, através da ligacdo covalente de acido
palmitico a cadeia lateral de um residuo de lisina, geralmente na extremidade C-terminal.
Estas moléculas permitem a inducéo de respostas por linfocitos CD8" (Andrieu et al., 2000;
Zhang et al., 2005a) e, apesar de a monoacilacdo ndo corresponder a estrutura nativa das
lipoproteinas bacterianas, Zhu et al. (2004) reportaram que estas moléculas promovem a
internalizacdo e a maturacdo de ceélulas dendriticas através de TLR2, desencadeando
imunidade protectora dependente de Th1l. Os lipopéptidos monoacilados tém sido avaliados
como vacinas contra VIH-1 em ensaios em humanos tendo sido bem tolerados (Gahéry-
Ségard et al., 2000).

Embora o interesse na utilizacdo de antigénios lipidificados tenha, de facto, aumentado
na sequéncia dos estudos iniciais sobre as propriedades mitogénicas da lipoproteina de Braun
de Escherichia coli, a lipidificacdo de proteinas como estratégia de modulacdo de respostas
imunitarias €, na verdade, anterior aquelas descobertas. J4 em 1973 Coon e Hunter (1973)
haviam demonstrado em cobaias a inducdo de hipersensibilidade retardada por inoculagéo de
albumina sérica de bovino (BSA, do inglés “bovine serum albumin™) lipidificada, sem que se
verificasse inducdo de anticorpos, invertendo desta forma o resultado observado quando a
proteina era reiteradamente administrada sem adjuvante. Neste trabalho, a conjugacéo foi
obtida por ligagdo covalente entre o grupo carboxilico do acido dodecandico e 0s grupos
aminicos do carbono épsilon dos residuos de lisina da proteina. Neste como na maioria dos
casos em que se utilizam modificacdes lipidicas diferentes das das lipoproteinas bacterianas,
desconhece-se se o efeito adjuvante ou imunomodulador se exerce via TLR.

De acordo com o que foi antes referido, a estimulacdo via TLR2 induz a activagédo de
uma via de sinalizagéo intracelular dependente de MyD88, com activacdo de NF-kB e da via
das MAPK, o que resulta, entre outros efeitos, na producdo de citocinas pro-inflamatorias,
mas ndo de IFN do tipo I. A activacdo deste receptor induz ainda a expressao a superficie de
moléculas MHC classe Il e co-estimuladoras. Assim, a estimulagédo de células dendriticas por
lipopéptidos sintéticos triacilados (como Pam3CSK, e derivados), diacilados (como Pam,C e
derivados, e.g. FSL-1 ou versdes sintéticas de MALP-2), lipoproteinas nativas triaciladas
(como OspA de Borrelia burgdorferi e lipoproteina de 19-kDa de Mycobacterium
tuberculosis), lipopéptidos nativos diacilados (como MALP-2 de M. fermentans) ou
lipoproteinas nativas diaciladas (como LP44 de Mycoplasma salivarium, da qual o
lipopéptido FSL-1 foi derivado) induzem nas APC um fendtipo propicio ao desencadeamento
de resposta imunitaria e ao “priming” de células T CD4" que contribuira para a capacidade
adjuvante que apresentam (Brightbill et al., 1999; Link et al., 2004; Metzger et al., 1995;
Muiller et al., 2002; Okusawa et al., 2004; Radolf et al., 1995).
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Por outro lado, o uso de lipopéptidos como moléculas adjuvantes permite o
desencadeamento de respostas LTC (Baz et al., 2008; Chua et al., 2008; Jackson et al., 2004;
Khan et al., 2007; Lau et al., 2006). Foi sugerido que esta capacidade se poderd dever ao
acesso dos péptidos lipidificados ao citoplasma das APC facilitado pela interac¢do dos lipidos
membranares com os lipidos da proteina, com consequente entrada na via de processamento
de MHC classe | (Martinon et al., 1992). Outra justificacdo sugerida residia nas propriedades
fisicas conferidas pelos lipidos as formulagdes, como a possivel formacdo de estruturas
micelares, e a um consequente processamento pelas APC idéntico ao verificado para os
antigenios particulados (Andrieu et al., 2000). Apesar de os mecanismos referidos serem
fundamentalmente de natureza fisica e independentes de TLR, a activacdo destes receptores
poderd desempenhar também um papel importante na inducéo de citotoxicidade celular. Para
além dos estudos referidos anteriormente que indicam que a activacdo TLR promove a
apresentacdo cruzada (Burgdorf et al., 2008; Gil-Torregrosa et al., 2004; West et al., 2004),
demonstrou-se que a estimulacdo de células dendriticas pelo lipopéptido MALP-2 induz a
expressdo de proteinas do imunoproteossoma [LMP (do inglés “large multifunctional
proteasome”) 2, LMP7 e MECL (do inglés “multicatalytic endopeptidase complex-like”) 1] e
um aumento da actividade proteolitica, e assim do processamento antigénico, sugerindo que
os lipopéptidos podem, indirectamente, aumentar respostas restritas a MHC classe | (Link et
al., 2004).

Um conjunto de resultados tem vindo a associar a activacdo via TLR2 a inducdo de
respostas do tipo Th2 (Agrawal et al., 2003; Dillon et al., 2004; Kiura et al., 2006; Pulendran
et al., 2001b; Redecke et al., 2004). Segundo o modelo proposto por Dillon et al. (2004), a
activacdo via este receptor induz um nivel de sinalizacdo ERK1/2 elevado que resulta na
estabilizacdo do factor de transcricdo c-Fos, suprimindo a producdo de IL-12(p70) e
promovendo a secrecdo de IL-10, o que favorece respostas do tipo Th2. Por outro lado,
Gautier et al. (2005) atribuem a secrecéo de IL-12p70 por células dendriticas, essencial para a
polarizagdo Thl, a um “loop” autdcrino-paracrino de IFN do tipo | iniciado em resposta a
estimulagcdo TLR. Assim, a incapacidade de polarizar respostas no sentido Thl via TLR2
justificar-se-ia pelo facto de este receptor activar somente uma via de sinalizagcdo dependente
de MyD88 ndo indutora de IFN do tipo I, ao contrario, por exemplo, de LPS, que o faz por
uma via de sinalizagcdo TRIF-dependente.

Existem, contudo, outros trabalhos que apontam a estimulacdo via TLR2, ou a
utilizacdo de adjuvantes compostos por ligandos TLR2, como forma eficiente de inducdo de
respostas Thl, podendo contribuir para esse efeito, tanto a estimulacdo de APC (Chua et al.,
2008; Cote-Sierra et al., 2002; Ghielmetti et al., 2005b; Huber et al., 2002; Sieling et al.,

36



1.6. Modulacao de imunidade especifica por ligandos de PRR em imunizacéo e imunoterapia

2003; Watanabe et al., 2004; Zhu et al., 2004), como a estimulacdo directa de células Thl via
TLR2 (Brall et al., 2010; Imanishi et al., 2007). Noutras condi¢bes experimentais, 0 uso de
lipopéptidos sintéticos ou lipoproteinas nativas levou a indugdo de linfécitos Thl/Treg e
inibicdo de respostas Th2, com potencial aplicacdo no tratamento de doencas asmaticas
(Akdis et al., 2003; Lombardi et al., 2008; Revets et al., 2005), ou a inducéo de polarizagcdo no
sentido de Th17 pela producéo de IL-1B, TGF-B e IL-23 por células de Langerhans humanas
estimuladas via TLR2 (Aliahmadi et al., 2009).

As diferencas encontradas nestes trabalnos no que respeita as propriedades
polarizadoras dos ligandos TLR2, que cobrem praticamente todo o espectro de respostas Th
até hoje caracterizadas, poder-se-d0 dever a utilizacdo de diferentes modelos experimentais
(modelo humano versus ratinho; diferentes estirpes de ratinho; diferentes sistemas de culturas
celulares, etc.); ao uso de diferentes ligandos TLR2 (lipopéptidos sintéticos versus
lipoproteinas nativas; peptidoglicano; zimosano); a diferentes formas e critérios para
avaliagdo da polarizagéo (ensaios de polarizagédo in vitro; avaliagdo de citocinas derivadas de
APC como Unico indicador do potencial polarizador; avaliacdo de citocinas produzidas por
linfocitos em resposta a restimulacdo ex vivo). No sentido de dar a utilizacdo de ligandos
TLR2 uma aplicacdo pratica racional, é pois desejavel que no futuro se desenvolvam estudos
que tentem esclarecer especificamente a razdo destas discrepancias e que permitam
estabelecer correlagOes claras entre o tipo de polarizagdo induzida e os diferentes ligandos,

receptores e protocolos de imunizacao.

1.6.2.2 LPS e derivados do lipido A: TLR4

As propriedades adjuvantes do LPS sdo conhecidas desde os anos 1950 (Johnson et al.,
1956) mas a toxicidade das moléculas nativas limitaram o seu uso em vacinas. Contudo,
diversas tentativas, iniciadas nos anos 1980 por Edgar Ribi, para obter versdes destoxificadas
do componente activo do LPS, o lipido A, levaram ao desenvolvimento do derivado MPL,
que preserva propriedades adjuvantes mas é destituido de toxicidade (Qureshi et al., 1985).
No final da década de 1990, o TLR4 foi identificado como o receptor do LPS, o que
contribuiu para a compreensdao dos mecanismos moleculares subjacentes as suas propriedades
adjuvantes. Embora outros receptores possam estar envolvidos (Gavin et al., 2006), o MPL
também é reconhecido por TLR4, induzindo a maturacdo das células dendriticas, com um
aumento da expressdo a superficie de MHC classe 11, CD80 e CD86. Contudo, ao contrario do
LPS, que induz sinalizacdo através de MyD88 e TRIF, o MPL induz activacdo apenas via
TRIF, o que podera explicar a sua menor toxicidade considerando a inducdo menos

pronunciada de citocinas pro-inflamatdrias (Mata-Haro et al., 2007; Warshakoon et al., 2009).
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Como anteriormente se referiu, o adjuvante AS04 é composto por MPL, derivado a partir do
LPS de Salmonella minnesota R595, adsorvido a hidréxido ou fosfato de aluminio (O'Hagan
& De Gregorio, 2009). Este adjuvante foi aprovado para uso em vacinas humanas e tem
mostrado ser seguro e efectivo, estimulando preferencialmente respostas do tipo Thl, em
contraste com as respostas mistas Th1-Th2 descritas nas vacinas que incluem apenas sais de

aluminio como adjuvante (Casella & Mitchell, 2008; Didierlaurent et al., 2009).

1.6.2.3 Flagelina: TLR5e NLR

A flagelina, ou FIiC, é a proteina estrutural principal do flagelo de bactérias Gram-
negativas moéveis. TLR5 é o receptor extracelular da flagelina, mas quando presente no
citoplasma esta sinaliza através dos receptores NLR IPAF e Naip5 (Miao et al., 2006;
Molofsky et al., 2006).

A natureza proteica da flagelina possibilita a obtencdo de proteinas de fusdo que, tanto
por via oral como parenteral, induzem uma resposta humoral muito marcada contra o produto
hibrido, de forma T-dependente, que requer a activacao de células dendriticas via TLR5. Esta
resposta ndo € afectada pela existéncia prévia de imunidade anti-flagelina (McDonald et al.,
2007).

A resposta humoral induzida pela fusdo com flagelina caracteriza-se pela producéo de
IgG1 e IgG2a (Honko et al., 2006; Huleatt et al., 2007), sem inducdo de IgE (Honko et al.,
2006). No entanto, a determinacdo da natureza das citocinas produzidas por células CD4"
especificas indica um perfil do tipo Th2, ndo sendo por isso claro o tipo de polarizacdo obtida
com o uso destas formulagdes (Cunningham et al., 2004).

A capacidade de induzir resposta por linfocitos CD8" com flagelina ndo é consensual
(Huleatt et al., 2007; Mizel & Bates, 2010). Num estudo recente em que se usou uma proteina
de fusdo com o antigénio modelo ovalbumina (OVA) verificou-se activacdo de células CD8"
mas esta ocorreu independentemente de TLR5. Segundo os autores, terdo sido, neste caso, as
propriedades fisicas conferidas pela fusdo com a flagelina a possibilitar uma forma de
processamento do antigénio que resultou em apresentacéo antigénica cruzada (Mizel & Bates,
2010).

1.6.2.4 Formulagdes complexas derivadas de paredes celulares bacterianas: TLR4,
TLR2, TLR5, NOD(?)

Para além dos ligandos de PRR mencionados, de estrutura molecular definida, tém sido

utilizadas, quer em imunizacdo experimental quer clinicamente, outras formula¢fes mais
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complexas derivadas de paredes celulares bacterianas cuja composi¢cdo molecular ndo é
conhecida na totalidade mas que se sabe exercerem o seu efeito adjuvante também via
activacdo de PRR.

As vesiculas de membrana externa (OMV, do inglés “outer membrane vesicles”) de
Neisseria meningitidis constituem um exemplo deste tipo de formulacdo amplamente usado
em clinica humana para inducdo de imunidade homologa. A vesiculacdo da membrana
externa é um fendmeno conservado em bactérias Gram-negativas (Kuehn & Kesty, 2005),
caracterizado pela libertacdo de estruturas compostas por um invélucro de membrana externa
que circunda constituintes do periplasma. As OMV incluem assim na sua composi¢do
proteinas, lipoproteinas, fosfolipidos e LPS (Kuehn & Kesty, 2005), o que torna estas
estruturas capazes de estimular simultaneamente diversos PRR, incluindo TLR2/1/6, TLR4,
TLR5 (Durand et al., 2009; Ellis et al., 2010). As OMV preparadas a partir de Neisseria
meningitidis tém sido usadas nas ultimas duas décadas como vacina contra a doenca
meningocdcica causada por Neisseria meningitidis do serogrupo B, constituindo a Unica
formulacdo eficaz contra a doenca (Holst et al., 2009). Nos Ultimos anos tém-se desenvolvido
diversas estratégias para a incorporacao de antigénios heterdlogos neste tipo de estruturas
(Chen et al., 2010; Kesty & Kuehn, 2004; Schroeder & Aebischer, 2009), mas a sua
exploracdo para inducdo de imunidade esta ainda pouco explorada.

Outro exemplo de formulacdo derivada da parede celular bacteriana com potencial
adjuvante é o complexo de proteinas de membrana externa (OMPC, do inglés “outer
membrane protein complex”) também de Neisseria meningitidis. As vacinas conjugadas
contra a infeccdo por Haemophilus influenzae do tipo b (Hib), usadas clinicamente em
imunizacdo pediatrica, sdo compostas pelo polissacarido capsular de Hib covalentemente
ligado de forma aleatéria a um OMPC de Neisseria meningitidis (Latz et al., 2004). Existem
diferentes estratégias para formulacédo de vacinas glicoconjugadas contra Hib por conjugacéo
do polissacarido capsular, que por si s6 ndo € imunogénico, com proteinas transportadoras
com o objectivo de obter activacdo de linfocitos Th. No entanto, ao contrario de outras
vacinas com diferentes proteinas transportadoras, a conjugacdo dos antigénios de Hib com o
OMPC de Neisseria meningitidis é geralmente capaz de induzir proteccdo apds uma unica
administracdo em criangas (Donnelly et al., 1990; Granoff & Holmes, 1991). Latz et al.
(2004) demonstraram que o OMPC e o OMPC conjugado com o polissacarido de Hib s&o
reconhecidos por TLR2 humano e murino, induzindo a produgdo de citocinas em células
dendriticas in vitro, de forma dependente de MyD88, e que a auséncia de sinalizacdo TLR2

reduz grandemente a imunogenicidade das vacinas in vivo. Ja anteriormente, Massari et al.
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(2002) haviam demonstrado que a capacidade de estimulagédo de linfocitos B por porinas da
membrana externa de Neisseria se exerce via TLR2.

Outro exemplo deste tipo de formulacdo é o esqueleto da parede celular (CWS, do
inglés “cell-wall skeleton”) do bacilo de Calmette-Guérin (BCG), ou BCG-CWS, que, tal
como o BCG vivo, foi usado em imunoterapia pds-cirurgica de doentes oncolégicos (Ishii et
al., 2005; Tsuji et al., 2000). BCG-CWS contém peptidoglicano, arabinogalactano e acidos
micélicos, ndo contém LPS e é reconhecido por TLR2 segundo Murata (2008) e por TLR2 e
TLR4 segundo Tsuji et al. (2000). A estimulacdo de células dendriticas humanas resulta na
sobreexpresséo a superficie de CD40, CD80, CD83 e CD86 e na secrecdo de TNF-a, IL-6 e
IL-12p40 (Tsuji et al., 2000). Segundo Ishii et al. (2005), apesar de ligar TLR4, 0 BCG-CWS
ndo induz a expressao de IFN-B dependente de TRIF em células dendriticas miel6ides, ao
contrario do LPS, o que podera contribuir para a sua baixa toxicidade. Num estudo realizado
em ratinho, a co-administracdo desta formulacdo com células tumorais modificadas para
expressarem OVA induziu um aumento expressivo da actividade CTL anti-OVA com efeito
antitumoral (Murata, 2008).

1.6.3 Relevancia da ligacdo fisica entre ligando PRR e antigénio na modulacédo da

resposta imunitaria especifica

A capacidade de desencadear imunidade e o tipo de resposta obtido por imunizacao
com as diferentes formulacdes atrds mencionadas ndo dependem apenas do seu potencial para
activacdo PRR, mas também de outros factores, como sejam o0s protocolos de imunizacdo
seguidos e as caracteristicas fisicas da formulagdo. A existéncia de uma associa¢do proxima
entre o antigénio e o ligando PRR, seja através de uma ligagdo quimica covalente, seja por
incorporacdo de ambos numa mesma estrutura fisica, possivel, por exemplo, com recurso a
microparticulas sintéticas, permite a inducdo de respostas mais pronunciadas. Este efeito
poder-se-a dever ao facto de se garantir a estimulacdo das mesmas células que contactam com
0 antigénio e também por a ligacdo a PRR poder mediar endocitose (Schjetne et al., 2003).
Todavia, a maturacdo dos fagossomas exercida de forma autdnoma e dependente da
sinalizacdo TLR (Blander, 2008; Blander & Medzhitov, 2004; Blander & Medzhitov, 2006)
contribuira certamente para a explicacdo deste fenémeno.

Num estudo em modelo murino publicado por Wille-reece et al. (2005), a molécula R-
848, um ligando de TLR7, apesar de induzir in vivo a secrecao de citocinas pro-inflamatorias
e 0 aumento da expressdo superficial de moléculas co-estimuladoras em células dendriticas,

quando co-administrado com a proteina Gag de VIH-1 revelou-se um fraco indutor de
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resposta Thl e CD8". No entanto, a conjugagdo de um agonista de TLR7, similar a R-848,
com a proteina Gag permitiu a indugdo de ambas as respostas.

Em concordéancia, Khan et al. (2007) reportaram uma diferenga marcada, tanto na
capacidade de inducdo de apresentacdo cruzada in vitro, como na inducdo de respostas
especificas por linfocitos CD8" in vivo, quando comparada a administracdo de péptidos
sintéticos derivados do antigénio modelo OVA conjugados com CpG ou Pam3zCSK, (ligandos
de TLR9 e TLR2/1, respectivamente) com a administracdo simultanea de antigénio e ligandos
ndo conjugados.

O mesmo observaram Schlosser et al. (2008) utilizando OVA encapsulada em
microesferas biodegradaveis de poli-(D,L-lactido-co-glicélido). Em comparagdo com a co-
inoculacdo dos adjuvantes em forma sollvel ou encapsulados em microesferas separadas, o
co-encapsulamento daquele antigénio com CpG ou poly(l:C) (ligandos de TLR9 e TLR3,
respectivamente) resultou quer no aumento do numero de linfocitos CD8* especificos,
detectados com tetrameros de moléculas MHC classe I, quer no aumento da producédo de IFN-
vy e dos niveis de citotoxicidade in vivo pelos linfocitos CD8" especificos. Verificou-se ainda
um aumento dos niveis de proteccdo apos inoculacdo intraperitoneal de um virus da vacina
recombinante modificado para expressar OVA.

A importéncia da fusdo entre antigénio e ligando PRR na inducdo tanto de resposta
humoral como de resposta celular foi ainda demonstrada com o ligando de TLR5/NLR
flagelina utilizando como modelo o antigénio OVA (Huleatt et al., 2007).

Este conjunto de resultados sugere que a potenciacdo de respostas por associacao entre
o0s antigénios e as moléculas adjuvantes é um fenémeno transversal aos diferentes ligandos de
PRR, desconhecendo-se, no entanto, se 0os mecanismos moleculares que a justificam s&o

idénticos nos diferentes casos.

1.6.4 Efeitos sinergicos da activacédo de diferentes PRR na resposta imunitaria

Os estudos sobre o impacto da activacdo por ligandos de diferentes PRR e das
formulacBes que os contém no desencadeamento de respostas inatas e especificas tém
revelado efeitos sinérgicos em resultado de estimulagdo simultanea atraves de diferentes
receptores. Estes efeitos verificam-se na activacdo in vitro de células dendriticas, mas
observam-se igualmente nas respostas in vivo a antigénios administrados conjuntamente com
moléculas activadoras de PRR. A relevancia das respostas sinérgicas devera reflectir a
necessidade dos organismos superiores reagirem apenas a estimulos claramente indicadores
de um perigo potencial e de identificarem perfis complexos de moléculas caracteristicos dos

diferentes microrganismos de forma a adequarem a resposta ao invasor.
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Napolitani et al. (2005) reportam um aumento sinérgico na producédo de I1L-12 e IL-23,
bem como do réacio Delta-4/Jagged-1, em células dendriticas estimuladas simultaneamente via
TLR3 ou TLR4 (receptores com sinalizagcdo associada a TRIF) e TLR7, TLR8 ou TLR9
(receptores endossomais com sinalizacdo dependente de MyD88), com consequente aumento
na capacidade de polarizacdo Thl. No mesmo sentido, Warger et al. (2006) observaram um
aumento na expresséo de IL-6 e IL-12p70 em células dendriticas estimuladas
simultaneamente por ligandos TLR7 e TLR3, que activam vias dependentes e independentes
de MyD88, respectivamente. Tada et al. (2005) reportam efeitos sinérgicos potenciadores de
respostas Th1l, nomeadamente producédo de IL-12 e IFN-y, em células dendriticas estimuladas
via NOD1 ou NOD2 em combinagdo com TLR3, TLR4 ou TLR9. Da mesma forma, a
associacdo de estimulacdo de células dendriticas via TLR3 [poly(l:C)] com estimulagdo por
ligandos de TLR2 (peptidoglicano), TLR2/6 (zimosano) e TLR5 (flagelina), que activam vias
MyD88-dependentes e que geralmente induzem niveis baixos de IL-12p70, resultou na
producdo desta citocina em niveis similares aos obtidos com LPS, o qual induz activagéo
simultanea de vias dependente e independente de MyD88 (Bohnenkamp et al., 2007).

Os estudos acima referidos de Warger et al. (2006) e Bohnenkamp et al. (2007)
demonstram ainda uma capacidade superior de inducdo de respostas CD8" quando se
associam antigénios a estimulos que actuam simultaneamente via diferentes PRR. Warger et
al. (2006) demonstram que a activacdo sinérgica de células dendriticas por estimulacdo
simultanea com ligandos TLR que desencadeiam vias de sinalizacdo distintas se caracteriza
também por um aumento da expressdo de moléculas co-estimuladoras como CD40, Ox40 e
CD70, estando esta Ultima reportada como tendo um papel importante no desenvolvimento de
respostas CD8" independentes de resposta auxiliar CD4". Num estudo realizado por Zhu et al.
(2010b), em que se utilizou um modelo murino de vacinagdo com um péptido de VIH e
contraprova com virus da vacina recombinante, verificou-se um aumento nos niveis de
proteccdo quando se utilizou uma combinagdo adjuvante composta por trés ligandos de TLR
(TLR2/6, TLR3 e TLR9) em comparacdo com o observado quando da combinacgéo de apenas
dois dos ligandos. Curiosamente, o aumento da protec¢cdo nédo resultou de um aumento no
numero de linfécitos T especificos, mas antes de um aumento na sua avidez funcional para o
antigénio, tendo para tal contribuido a expressdo de IL-15 e de IL-15Ra nas células
dendriticas induzida pela combinagéo dos 3 ligandos.

42



1.7. Objectivos gerais

1.7 Objectivos gerais

O estudo da forma como os estimulos inatos influenciam o desenvolvimento de
respostas especificas é hoje um campo de investigacdo emergente com enorme potencial de
aplicacdo no desenvolvimento de novas vacinas e novas abordagens imunoterapéuticas. A
conjugacdo de antigénios com ligandos de PRR permite modular funcdes das APC, desde a
internalizacdo a apresentacdo, passando pelo processamento dos antigénios. Assim,
equacionando a activacdo de receptores inatos do sistema imunitario na formulacdo de
imunogenios, é possivel caracterizar respostas imunitarias protectoras e identificar os seus
alvos, bem como induzir os mecanismos imunitarios que lhes estejam subjacentes.

Os sistemas baseados em Oprl para obtencdo de antigénios de fusdo utilizados no
passado ganham um novo interesse a luz destes novos conhecimentos. Todavia, 0s sistemas
de expressdo inicialmente propostos impdem limitacGes técnicas a sua utilizacdo. Por outro
lado, o conhecimento actual da importancia da ligacdo fisica entre antigénio e ligando PRR e
a nocdo de que a activacdo sinérgica de PRR pode originar respostas quantitativa e
qualitativamente distintas sugerem novas potencialidades dos sistemas baseados em Oprl.

O presente trabalho tem como objectivo geral desenvolver e explorar um novo sistema
de clonagem e expressdo em Escherichia coli baseado na lipoproteina Oprl, um ligando TLR.
Pretende-se, especificamente:

1) Desenvolver um novo sistema que permita:

a. ultrapassar as limitacGes dos sistemas precedentes, designadamente no que
respeita as dificuldades no controlo da expressdo e na purificacdo dos
antigénios de fus&o;

b. asua exploracdo para obtencdo de novas formulagdes imunogénicas derivadas
da parede celular bacteriana, com potencial distinto para activacdo PRR.

2) Proceder a uma caracterizacdo preliminar das propriedades imunomoduladoras das

formulagdes obtidas com o novo sistema.
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2.1. Introducao

2.1 Introducéo

As lipoproteinas bacterianas sdo proteinas com uma modificacdo lipidica N-terminal
que permite a ancoragem da componente proteica nas membranas celulares. Estas moléculas
sdo ubiquas em bactérias, muitas sdo essenciais a sua sobrevivéncia e, embora desempenhem
funcGes muito diversificadas, partilham a generalidade dos mecanismos de biossintese que
estdo na base da sua lipidificagdo (Kovacs-Simon et al., 2011). Estes mecanismos foram em
grande parte elucidados primeiramente em estudos que envolveram a lipoproteina prototipica
da membrana externa de Escherichia coli, a lipoproteina de Braun (Braun & Hantke, 1975;
Hantke & Braun, 1973; Sankaran & Wu, 1994).

As lipoproteinas bacterianas sdo expressas no citoplasma sob a forma de
prolipoproteina com um péptido-sinal na extremidade aminica. O péptido-sinal das
lipoproteinas compreende trés regides distintas (Figura 3) (revisto por Kamalakkannan et al.,
2004; Madan Babu & Sankaran, 2002). A regido N-terminal (ou regido-n) caracteriza-se pela
presenca de residuos carregados positivamente, em geral dois residuos de arginina ou lisina
nos primeiros 5 a 7 aminoécidos da sequéncia. A regido a jusante, designada regido-h, é
composta por 7 a 22 residuos de cadeia lateral hidrofobica e sem carga. A regido C-terminal,
designada “lipobox” ou regido-c, distingue o péptido-sinal de outros sinais de translocagdo
membranar de proteinas e determina a lipidificacdo das lipoproteinas. A andlise de 199
lipoproteinas revelou que em 73% dos casos 0s 4 aminoacidos que compde esta regido
obedecem a sequéncia consenso [LVI]J[ASTVI][GAS][C] (Madan Babu & Sankaran, 2002).
A cisteina C-terminal do péptido sinal, conservada em todas as lipoproteinas, constitui o

primeiro residuo aminoacidico da lipoproteina madura e € o alvo da modificacéo lipidica.

+2
+3
+4

— wn
+ +

MKATKLVLGAVILGSTLLAG CSSNA . - - L.P. Braun

MNNVLKFSALALAAVLATG CSSHS . - - Oprl

Figura 3 — Péptidos-sinal da lipoproteina de Braun de Escherichia coli e de Oprl de Pseudomonas
aeruginosa.

Representa-se a sublinhado pontilhado a regido-n, a italico a regido-h e a cheio e sublinhado
continuo a regido-c ou “lipobox”. A seta indica o local de clivagem do péptido sinal pela enzima

sinal peptidase I1.
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O péptido-sinal da prolipoproteina conduz a sua translocacdo através da membrana
interna para o espago peripld&smico, numa conformagdo ainda ndo enrolada, por um
mecanismo dependente de proteinas Sec. E na face periplasmica da membrana interna que
ocorre a maturacdo da lipoproteina. O reconhecimento pela enzima diacilgliceril transferase
(também designada Lgt ou fosfatidilgligerol:prolipoproteina diacilgliceril transferase) da
sequéncia consenso de lipidificagdo (“lipobox”) do péptido-sinal leva a adigdo de um grupo
diacilglicerilo ao residuo de cisteina através de uma ligacéo tioéter. Esta modificagdo constitui
um pré-requisito para que ocorra a clivagem do péptido-sinal pela enzima sinal peptidase Il
(ou LspA, prolipoproteina sinal peptidase) (Sankaran & Wu, 1994). No caso das lipoproteinas
triaciladas, apds a remocdo do péptido-sinal ocorre a adicdo pela enzima N-acil transacilase
(ou Lnt, fosfolipido:apolipoproteina transacilase) da terceira cadeia de acido gordo, através de
uma ligacdo amida, ao grupo amina do mesmo residuo de cisteina anteriormente modificado e

agora localizado na extremidade aminica da sequéncia madura (Figura 4).

Péptido-sinal Sequéncia madura

i Diacilgliceril transferase

H-C—H
§
o [ coor
H o] X .
O HobeO bt Sinal peptidase Il

H,N |Cys COOH
R
Q H-G-0-Corn N-acil transacilase
/\/\MC_O_(I;—H
H*?*H
S
]
|
N\/\/\(I_‘i_N7|CyS |COOH

Sequéncia madura

Figura 4 — Processamento das lipoproteinas bacterianas triaciladas.

Ver texto para descricdo. Adaptado de Madan Babu e Sankaran (2002).
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Embora o processo de maturacdo ocorra na membrana interna, a maior parte das
lipoproteinas das bactérias Gram-negativas encontra-se ancorada por meio da sua componente
lipidica & membrana externa bacteriana. O transporte das lipoproteinas da face periplasmica
da membrana interna para a membrana externa € mediado pelas proteinas do sistema Lol. As
lipoproteinas de membrana interna possuem sinais que impedem este transporte. No caso de
Escherichia coli o sinal de retengdo na membrana interna consiste na presenca de um residuo
de aspartato na posicdo 2 a partir da extremidade aminica da sequéncia madura da
lipoproteina em combinacdo com residuos na posicdo 3 que reforcam esse sinal. Em
Pseudomonas aeruginosa o sinal é composto por combinag6es especificas dos residuos nas
posicOes 3 e 4 (revisto por Remans et al., 2010b). O complexo proteico LoICDE catalisa a
libertacdo, a partir da membrana interna, das lipoproteinas que ndo possuem sinais de
retencdo, ocorrendo depois a transferéncia destas para a proteina periplasmica LolA através da
insercdo dos residuos de acidos gordos numa cavidade hidrofobica existente nesta proteina. A
formacdo do complexo solGvel LolA-lipoproteina permite o transporte no meio agquoso
peripldsmico até a face interna da membrana externa. A lipoproteina é entdo transferida de
LolA para a proteina LolB e, a partir desta, inserida na membrana externa bacteriana (Remans
et al., 2010a; Tokuda, 2009).

A Oprl é uma das proteinas maioritarias da membrana externa da bactéria Gram-
negativa Pseudomonas aeruginosa (Mizuno & Kageyama, 1978, 1979). A caracterizacdo da
composicdo proteica da membrana externa desta bactéria, realizada por Mizuno e Kageyama
no final da década de 1970, permitiu a identificacdo de 6 a 9 proteinas principais, observadas
de forma consistente por analise em gel de poliacrilamida com dodecilsulfato de sédio (SDS,
do inglés “sodium dodecyl sulphate”) nas diferentes estirpes bacterianas entdo estudadas
(Mizuno & Kageyama, 1978). Os autores classificaram-nas por ordem alfabética de acordo
com a respectiva massa molecular aparente, correspondendo assim a proteina de maior
mobilidade electroforética a letra 1. A demonstracdo de uma modificacdo lipidica nesta
proteina, conjuntamente com a observacdo de que incorporava residuos de glicerol tritiado
durante o crescimento bacteriano, e ainda a demonstracdo da ocorréncia de uma forma livre
da proteina e outra com ligacdo covalente ao peptidoglicano, sugeriram uma analogia entre a
Oprl e a lipoproteina de Braun de Escherichia coli (Mizuno & Kageyama, 1979).

O gene oprl codifica uma proteina precursora, ou prolipoproteina, de 83 aminoacidos,
gue compreende na sua extremidade aminica um péptido-sinal de 19 residuos com uma regido
central hidrofébica (Cornelis et al., 1989; Duchéne et al., 1989). A cisteina na posi¢do 20 da

prolipoproteina foi assim identificada como o primeiro residuo da lipoproteina madura.
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A sequéncia aminoacidica difere significativamente da da lipoproteina de Braun
(Cornelis et al., 1989; Duchéne et al., 1989), como difere também, segundo Mizuno e
Kageyama (1979), a composicdo da modificacdo lipidica. Em contraste com a triacilagdo
reportada para a lipoproteina de Braun, estes autores sugerem que a Oprl possui uma
componente lipidica monoacilada. Apesar destas diferencas, a analise comparativa das
sequéncias aminoacidicas de ambas as proteinas revela semelhangas em motivos essenciais a
natureza lipoproteica destas moléculas. E disso exemplo a presenca, nas duas proteinas, das
trés regides caracteristicas da porcdo N-terminal, correspondente ao péptido-sinal, bem como
a sequéncia GCSS no local de clivagem da sinal peptidase I, que compreende os residuos a
jusante da cisteina que determinam a ndo-retencdo na membrana interna. A identidade de
aminoacidos na extremidade carboxilica, incluindo a lisina C-terminal que estabelece a
ligacdo com o peptidoglicano no caso das formas ndo-livres de ambas as lipoproteinas,
também revelou semelhancas entre a Oprl e a sua homdloga de Escherichia coli.

Embora os péptidos-sinal apresentem, em ambos o0s casos, a estrutura tripartida
caracteristica das lipoproteinas, verificam-se diferencas relevantes. O residuo de leucina
presente na posicdo -3 da “lipobox™ da lipoproteina de Braun, que ocorre na maioria das
lipoproteinas bacterianas conhecidas, encontra-se na posicao -4 em Oprl, existindo na posi¢éo
-3 um residuo de alanina (Figura 3). Curiosamente, esta diferenca resulta em que alguns
programas informaticos desenvolvidos para identificar lipoproteinas putativas com base na
deteccdo de péptidos-sinal caracteristicos (Madan Babu & Sankaran, 2002) falhem na
identificacdo da natureza lipoproteica da Oprl. No entanto, em diferentes abordagens para
expressar Oprl em Escherichia coli verificou-se sempre o reconhecimento do sinal de
lipidificacdo pela célula hospedeira, como o demonstra a presenca de Oprl na membrana
externa das células de expressao (Cornelis et al., 1996; Cote-Sierra et al., 1998).

O reconhecimento em Escherichia coli dos sinais de localizacdo e lipidificacdo de Oprl
permitiu equacionar o desenvolvimento de vectores baseados no gene desta lipoproteina para
a expressdo de proteinas heterélogas lipidificadas naquela espécie bacteriana. Tal estratégia
teria por fim a localizacdo dos produtos hibridos & superficie da célula hospedeira e a
obtencdo de antigénios lipidificados para propésitos de imunizacdo. A primeira abordagem
para a construgcdo destes vectores consistiu na inser¢do de um local de clonagem mudaltipla
(LCM) de 30 nucledtidos no sitio Sphl de oprl, localizado na porgédo terminal do gene, de
forma a possibilitar a introducdo das sequéncias heterologas que se pretendesse expressar em
fusdo com a lipoproteina (Cornelis et al., 1996). Desta forma, obtiveram-se dois vectores de
expressao constitutiva derivados de pKT240 e designados pLPI35 e pLPI36, que, entre si,

diferiam na direccdo de insercdo do mesmo LCM. Por subclonagem das regides de expressdo
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dos dois plasmideos em pKK233-2, construiram-se ainda os vectores pVUBL1 e pVUB2, com
0 objectivo de obter a repressdo da expressdo de oprl na auséncia de inducdo e a sua
expressdo por adicdo de isopropil-p-D-tiogalactésido (IPTG) ao meio de cultura. No entanto,
a dificuldade em manter a expressdo de oprl reprimida constituiu sempre uma importante
limitacdo desta série de vectores. O promotor forte trc ndo sofria repressao em meio de Luria
Bertani (LB), o que originava lise celular, obrigando & manutencéo das células hospedeiras
em meio M9-CAA para uma repressdao mais eficiente, sem que se tenha, ainda assim,
conseguido um adequado controlo da expressdo génica (Cornelis et al., 1996). De facto, nesta
série de vectores observava-se com frequéncia lise celular acentuada e perda selectiva de
clones recombinantes, o que podera explicar dificuldades recorrentes na clonagem de alguns
antigénios heterdlogos no sistema. Exemplo disso sdo as observacgdes registadas por Leitdo et
al. (2000) num trabalho em que o vector pLPI35 foi usado para clonagem aleatoria de DNA
de VPSA com o objectivo de expressar os antigenios clonados em fusdo com Oprl e rastrear a
sua capacidade de desencadear respostas linfoproliferativas em células mononucleares de
sangue periférico obtidas de suinos sobreviventes a infeccdo. A sequenciacdo nucleotidica de
um dos clones revelou a insercdo de um elemento IS-5D de Escherichia coli que originou um
codao de terminacdo precoce. Uma explicacdo possivel para a ocorréncia desta insercéo,
como de outras observacdes semelhantes, sera a toxicidade que o produto expresso a partir da
sequéncia inicialmente clonada podera ter para a bactéria hospedeira, fendmeno ja
anteriormente reportado em relacdo a outras proteinas clonadas em Escherichia coli
(Willemot & Cornelis, 1983).

Numa tentativa de solucionar este problema, foi mais tarde desenvolvido um novo
vector de clonagem que se designou pVUB3 (Cote-Sierra et al., 1998). Este plasmideo foi
construido por subclonagem de uma regido de pVUB2, a qual continha o promotor trc, o local
de ligacdo a ribossoma lacZ e o gene oprl, no vector pTrc99A, que contém um gene do
repressor lacl%. O procedimento de clonagem originou, no vector final, uma versdo truncada
do gene deste repressor, que no entanto ndo impediu uma melhor repressdo do promotor
relativamente aos vectores precedentes. Este aspecto permitiu maior estabilidade dos
plasmideos e a possibilidade de usar vectores Oprl noutras bactérias Gram-negativas, como
foi demonstrado utilizando Salmonella typhimurium como hospedeiro de expressdo (Cote-
Sierra et al., 1998). No entanto, neste como noutros trabalhos subsequentes que utilizaram o
vector pVUB3 e seus derivados (Piedade, 2003), a expressao basal de Oprl na auséncia de
inducdo néo deixou de se verificar.

Outra limitacdo dos sistemas de clonagem baseados em Oprl consistia na necessidade

de recorrer a métodos laboriosos para obter antigénios de fusdo purificados. Uma vez
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confirmada a presenga dos antigénios recombinantes em extractos de membrana externa,
recorria-se a electroforese preparativa em gel de poliacrilamida, por aplicacdo das amostras de
membrana externa na coluna e recuperacdo das frac¢Ges contendo a proteina de interesse por
eluicdo continua. A este procedimento seguia-se um passo de filtracdo em gel para remocéo
do LPS contaminante (Cote-Sierra et al., 2002). Outra alternativa era proceder a
electroeluicdo de bandas proteicas a partir de géis de poliacrilamida (Leitdo et al., 2000).
Ambos os métodos, para além de laboriosos, dificultam a obtencéo de grandes quantidades do
produto de fusdo e obrigam a passos de purificacdo adicionais sempre que ocorra
contaminacgdo com proteinas de idéntica mobilidade electroforética.

No trabalho apresentado neste capitulo é proposto e avaliado um novo sistema de
expressao baseado em Oprl que ultrapassa as principais limitagdes dos sistemas precedentes
relativas ao controlo de expressdo e as dificuldades de purificacdo dos produtos expressos.
Para além disso, o sistema inclui vectores que permitem a avaliacdo do processamento da
lipoproteina sem o recurso a &cidos gordos marcados radioactivamente e vectores que
possibilitam a expressdo de proteinas de fusdo nao lipidificadas para a obtencdo de controlos.
Por fim, 0 novo sistema é explorado para a producdo de novas formulacGes imunogénicas

baseadas na parede celular bacteriana com potencial distinto para activacdo PRR.

2.2 Materiais e métodos
2.2.1 Estirpes bacterianas e plasmideos

Nos procedimentos de clonagem e manutencdo dos plasmideos utilizaram-se as estirpes
de Escherichia coli JM109 e DH5a. As estirpes de expressio BL21(DE3) e
Rosetta(DE3)pLysS (Novagen) foram usadas nos ensaios de expressao.

O vector pVUB3 (Cote-Sierra et al., 1998), que contém a sequéncia codificadora de
oprl com um LCM inserido no local Sphl perto da extremidade 3’, serviu de molde para a
amplificacdo de sequéncias de oprl.

O plasmideo pET24a (Novagen) foi escolhido como base dos novos vectores de Oprl. A
sua regido de expressdo consiste num codéo de iniciacdo ATG, que faz parte de um local de
restricdo Ndel e que se prolonga por uma sequéncia codificadora de uma “tag”-T7 de 11
aminoacidos; a jusante, segue-se um LCM com os locais BamHI, EcoRlI, Sacl, Sall, HindllI,
Eagl/Notl e Xhol e uma sequéncia que codifica para 6 histidinas na extremidade carboxilica
da proteina.
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A sequéncia codificadora de A104R, uma proteina do VPSA homdloga de histonas, foi
amplificada por reacgdo em cadeia da enzima DNA polimerase (PCR) a partir de um
plasmideo anteriormente descrito (Reis et al., 2007).

2.2.2 Oligonucledtidos iniciadores para amplificagdo por PCR

Na amplificacdo de sequéncias de oprl a partir de pVUB3 para subclonagem em
pET24a utilizou-se o iniciador esquerdo (“sense” ou “forward”) P3BamHlas (5’
€gggatcCTTG CGGCTGGCTTTTTC 3”) conjuntamente com um dos seguintes iniciadores
direitos (“anti-sense” ou “reverse”):

P3BamHIs (5° ¢gggatccAACAACGTTCTGAAATTCTCTGC 3°);

P3Ndels (5’ ggaattccatatgAACAACGTTCTGAAATTCTCTGC 3°);

OprIMNdels (5’ ggaattccatatgTGCAGCAGCCACTCCAAAG 3°).

Os iniciadores usados para amplificacdo da sequéncia da proteina A104R do VPSA para
clonagem nos novos vectores foram os que se seguem:

A104RECcoRIs (5’ ggaattccTCGACAAAAAAAAAGCCCAC 3°);

Al104RXholas (5° ccctcgag ATTTAACATATCATGAACAGGTTTC 3°).

As modificacdes nas extremidades 5’ dos iniciadores estdo grafadas em minusculas. Os
nucleétidos sublinhados correspondem aos locais de restricdo e os nucleétidos a montante
dessas sequéncias foram acrescentados para aumentar a eficiéncia da hidrolise.

A sintese dos iniciadores para PCR foi realizada por STAB VIDA, Portugal.

2.2.3 Amplificagcdo de DNA por PCR

As reacgdes de amplificacdo por PCR realizaram-se em termociclador convencional
num volume de 50 puLL em microtubos de 200 pL. Nas reac¢fes com fins analiticos, para
confirmacdo da presenga e tamanho das sequéncias alvo, utilizou-se enzima Taq DNA
polimerase (Fermentas) a 1,5 U/reaccdo com o respectivo tampdo de reaccdo [“10X Taq
Buffer with (NH;).SO,”: Tris-HCI 750 mM, pH 8,8, (NH,4).SO,; 200 mM, Tween-20 a
0,1% (v/v)] e MgCl,; 2 mM. Nas reac¢des com fins preparativos, para obtencdo de fragmentos
a clonar, utilizou-se enzima com actividade exonucleésica 3'—5" (actividade de edicéo)
(“NZYDNAChange polymerase”, Nzytech) a 1,25 U/reaccdo e 0 respectivo tampdo de
reaccao [Tris-HCI 200 mM, pH 8,8, (NH,4),SO4 100 mM, KCI 100 mM, MgSO, 20 mM, BSA
a 1 mg/mL, Triton X-100 a 1% (v/v)]. Em ambos os casos, adicionou-se a mistura de PCR
uma solucdo de desoxirribonucleodtidos (ANTP) para uma concentracdo final de 0,2 mM de

cada e os oligonucledtidos iniciadores para uma concentracéo final de 0,6 uM de cada.
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As condicgdes das reaccdes de amplificacdo foram as que se seguem: aqueceram-se 0S
tubos a 95 °C durante 3 min para desnaturagdo do DNA e prosseguiu-se com 35 ciclos de
desnaturacdo a 95 °C durante 30 seg, hibridacdo a 55 °C durante 30 seg e extensdo a 72 °C
durante 30 seg; finalizou-se com uma etapa de extensdo a 72 °C por mais 10 min, seguida de
arrefecimento dos tubos a 4 °C. Quando necessario, ajustou-se empiricamente o tempo das
etapas de desnaturacao e extensdo e a temperatura de hibridacdo. Nos casos em que se usaram
iniciadores modificados na extremidade 5°, 0 programa de amplificacdo compreendeu, por
vezes, 10 ciclos iniciais com uma temperatura de hibridacdo mais baixa, para melhorar a
eficiéncia inicial de ligacao, seguidos dos restantes 20 a 25 ciclos a uma temperatura superior,

de forma a promover a especificidade da reacgéo.

2.2.4 Electroforese em gel de agarose

A analise de amostras de DNA foi realizada por electroforese em gel de agarose a uma
concentragdo de 1 a 2% (p/v), dependendo do tipo de amostra a analisar, em TAE [Tris-
acetato 40 mM, &cido etilenodiaminotetracético (EDTA) 1 mM]. Antes de aplicadas nos
pocos do géis, as amostras de DNA foram misturadas com um tampé&o de aplicacdo (Bioline)
na proporcao de 4:1 (v/v), respectivamente. Nas corridas de electroforese utilizaram-se tinas
horizontais contendo o mesmo tampdo usado na preparacdo dos géis. Aplicou-se uma
diferenca de potencial de 90 V durante 25 a 60 min, ap6s o que se procedeu a coloracdo dos
géis por submersdo numa solucdo de brometo de etideo a 0,5 pg/mL em TAE durante
aproximadamente 15 min. Observaram-se 0s g@éis em transiluminador sob radiacdo
ultravioleta. A determinacdo do tamanho dos fragmentos de DNA ou do DNA plasmidico foi
feita por comparacdo da distancia por estes percorrida nos géis com a distancia percorrida em
simultaneo por fragmentos de DNA de um marcador de massa molecular comercial

[“HyperLadder” I ou 1l (Bioline), dependendo do DNA em anélise].

2.2.5 Purificacdo de DNA

A purificacdo de fragmentos de DNA provenientes de reacgOes de amplificagédo ou
hidrolise foi realizada utilizando o “High Pure PCR Cleanup Micro Kit” (Roche) que se
baseia na propriedade de adsorc¢do dos &cidos nucleicos a silica quando na presenca de um sal
caotrépico. O procedimento decorreu de acordo com as instrucdes do fabricante. Brevemente,
misturaram-se as amostras com tampédo de ligagdo desnaturante e solugdo promotora de
ligacdo, aplicou-se a mistura nas colunas de silica e lavou-se duas vezes com tampédo de

lavagem. Por fim, eluiu-se em solucdo de Tris-HCI 10 mM, pH 8,5.
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Nos casos em que se pretendeu recuperar fragmentos de DNA ou plasmideo linearizado
a partir de géis de agarose, excisaram-se as bandas que continham os fragmentos que
apresentavam o tamanho esperado, colocaram-se em tubos de microcentrifuga de 1,5 mL,
adicionou-se tampdo de ligacdo na proporcdo sugerida pelo fabricante e dissolveu-se a
agarose por incubacdo a 56 °C durante 10 min com agitacdo ocasional. De seguida,
adicionou-se solucdo promotora de ligagdo e prosseguiu-se com o protocolo do “High Pure

PCR Cleanup Micro Kit” (Roche) como acima descrito.

2.2.6 Hidrolise, desfosforilacéo e ligacdo de fragmentos de DNA

As enzimas de restricdo usadas para linearizacdo de vectores plasmidicos e preparacdo
de extremidades coesivas nos fragmentos de DNA que se pretendia clonar foram as seguintes:
BamHI (Promega), EcoRI (Roche), Xhol (GE Healthcare) e Ndel (GE Healthcare). De uma
forma geral, as reaccdes de hidrélise decorreram durante 2 h 30 min a 37 °C com 2 unidades
de enzima por micrograma de DNA e utilizando o tampdo de reac¢do sugerido para cada
enzima pelo respectivo fabricante. Nos casos de hidrdlises simultdneas com duas enzimas,
escolheu-se o tampdo com melhor eficiéncia conjunta. Sempre que se justificou, estas
condicdes foram ajustadas empiricamente para obter os resultados desejados. No final de cada
reaccao, procedeu-se a purificacdo dos fragmentos hidrolisados utilizando o “High Pure PCR
Cleanup Micro Kit” (Roche) seguindo o procedimento descrito no ponto anterior. No caso dos
plasmideos hidrolisados que serviriam de vectores de clonagem, procedeu-se a
desfosforilagdo das suas extremidades 5’ com o “Rapid DNA Dephos & Ligation Kit”
(Roche) de modo a prevenir a sua recircularizagdo. Resumidamente, ao vector linearizado e
purificado (até 1 ug) adicionou-se 1 U de enzima fosfatase alcalina recombinante (“rAPid
Alkaline Phosphatase”) e 0 tampdo fornecido (“rAPid Alkaline Phosphatase Buffer”, 10x
concentrado: Tris-HCI 0,5 M, EDTA 1 mM, pH 8,5) ajustando o volume final a 20 uLL com
H,O. Incubou-se durante 10 min a 37 °C e, no final, inactivou-se a enzima a 75 °C durante 2
min.

As reaccOes de ligacdo entre fragmentos de DNA a clonar e vectores plasmidicos foram
realizadas partindo de uma proporcdo molar entre vector:inserto de 1:3 e ajustando
empiricamente sempre que necessario. Também neste passo se utilizou o “Rapid DNA
Dephos & Ligation Kit” (Roche) seguindo as instrugdes do fabricante. Brevemente, diluiu-se
0 vector (geralmente 50 a 100 ng) e o fragmento de DNA na solucdo de diluigéo fornecida
conforme indicado e adicionou-se tampao de ligagdo (“T4 DNA Ligation Buffer, 2x”) e 5 U
de enzima T4 DNA ligase. No final, incubou-se a mistura durante 5 min a temperatura

ambiente ou durante 16 h a 4 °C.
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2.2.7 Quantificacdo de DNA

As determinagdes de concentracdo de DNA e do seu grau de pureza realizaram-se por
espectrofotometria sob radiacdo ultravioleta a 260 e 280 nm. Calculou-se a concentracdo
considerando que uma unidade de densidade dptica (D.O.) a um comprimento de onda de 260
nm (D.O.;60) corresponde a uma concentragdo de 50 pug/mL de DNA de cadeia dupla
(dsDNA, do inglés “double-stranded deoxyribonucleic acid”). O grau de pureza foi avaliado
por célculo do racio entre D.O.z50 € D.O.250 considerando-se como desejavel um valor de 1,8
(Sambrook et al., 1989).

2.2.8 Preparacao e transformacédo de células competentes de Escherichia coli

Para preparacdo de células competentes inoculou-se 1 mL de uma cultura bacteriana,
crescida durante a noite, em 100 mL de LB previamente aquecido a 37 °C e incubou-se com
agitacdo a 220 r.p.m. até ser atingida uma D.O.gp0 de 0,45 a 0,55. Distribuiu-se os 100 mL de
cultura por 2 tubos de polipropileno de 50 mL previamente arrefecidos e incubou-se em gelo
durante 5 a 10 min. Findo este tempo, centrifugou-se a 1800 g durante 10 min a 4 °C,
removeu-se 0 sobrenadante e ressuspendeu-se cada sedimento em 10 mL de uma solucéo fria
de CaCl, a 50 mM. Centrifugou-se a 1300 g durante 10 min a 4 °C, ressuspenderam-se
novamente os sedimentos celulares nas mesmas condicGes e incubou-se em gelo durante 30
min. Apo6s nova centrifugacdo a 800 g durante 5 min a 4 °C, ressuspendeu-se cada um dos
sedimentos celulares em 2 mL de uma solucdo fria de CaCl, 100 mM com 15% de glicerol.
Distribuiu-se em aliquotas de 100 a 200 puL em microtubos previamente arrefecidos e
armazenaram-se as células competentes a -80 °C.

Para transformacéo de células competentes com DNA plasmidico adicionou-se este a 50
uL de células competentes, incubou-se em gelo durante 20 min e de seguida submeteu-se a
mistura a um choque térmico a 42 °C durante 50 seg. Adicionaram-se 900 uL de meio liquido
SOC (bactotriptona a 20 g/L, extracto de levedura a 5 g/L, NaCl 10 mM, KCI 2,5 mM, Mg**
20 mM e glucose 20 mM) e incubou-se a 37 °C durante 1 h com agitagdo a 150 r.p.m.. Ao fim
desse tempo, centrifugou-se a 1000 g durante 10 min, descartaram-se 800 pL do sobrenadante
e ressuspendeu-se o sedimento nos 100 ul. de meio que restaram no tubo. Semeou-se a
suspensdo em placas de Petri com meio LB solido (“LB Agar Granulated”, NZYTech:
triptona a 10 g/L, extracto de levedura a 5 g/L, NaCl a 10 g/L e agar a 12 g/L) adicionado de
ampicilina (100 pg/mL), canamicina (30 pg/mL) ou canamicina + cloranfenicol (30 e 34
ug/mL, respectivamente), em funcdo dos genes de resisténcia presentes no plasmideo em

questdo. No final, incubaram-se as culturas cerca de 16 h a 37 °C.
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2.2.9 Rastreio de clones recombinantes por PCR (“colony PCR”)

As colbnias de bactérias transformadas durante o processo de clonagem foram
rastreadas por PCR (“colony PCR”) usando os iniciadores T7FOR (5 TAATACGACTCACT
ATAGG 3’) e TTREV (5 GCTAGTTATTGCTCAGCGG 3°) que hibridam com as regioes
flanqueadoras do local de clonagem do pET24a. Com uma ponta de micropipeta tocou-se
cada coldnia e, sucessivamente, mergulhou-se em 5 uLL de H,O num tubo de PCR e tocou-se
em nova placa de LB-agar com canamicina de forma a replicar cada colonia. No final,
colocou-se a placa com as réplicas de colénias numeradas em estufa a 37 °C até se obter o
resultado de PCR. A mistura de PCR que se adicionou aos tubos onde se mergulharam as
pontas com bactérias e as condicOes de reaccdo foram aquelas descritas para o protocolo com
Taq DNA polimerase (Fermentas) no ponto 2.2.3 com excepg¢édo do tempo de extensdo que se
prolongou para 45 seg. Os resultados foram analisados em gel de agarose a 2% como descrito
em 2.2.4.

2.2.10 Culturas bacterianas e expressao de proteinas

Realizaram-se todas as culturas em meio de LB (“LB broth”, NZYTech: triptona a 10
g/L, extracto de levedura a 5 g/L, NaCl a 10 g/L) suplementado com 100 pg/mL de ampicilina
quando as células foram transformadas com pVUB3 ou 30 pg/mL de canamicina com células
contendo plasmideos baseados em pET24a. Quando da utilizagdo da estirpe
Rosetta(DE3)pLysS, incluiu-se também 34 ug/mL de cloranfenicol nas culturas, uma vez que
o plasmideo pLysS confere resisténcia a este antibidtico.

Para 0s ensaios de inducgdo, cresceram-se células transformadas de novo durante 16 h
em agitador orbital a 37 °C e 200 r.p.m.. No dia seguinte, diluiram-se as culturas a 1:20 (v/v)
em meio fresco e incubou-se a 37 °C e 220 r.p.m. até ser atingida uma D.O.gp de 0,6 2 0,9. A
expressdo de proteina foi entdo induzida pela adi¢do de IPTG para uma concentragdo final de
1 mM e a incubagdo mantida nas mesmas condicdes pelo periodo de tempo especificado.

Nos casos em que se pretendeu amplificar plasmideos, realizaram-se culturas de células
de ndo-expressdo previamente transformadas, utilizando meio LB liquido adicionado do
antibiotico respectivo, durante 16 h a 37 °C com agitagcdo a 180 r.p.m.. Apds esse tempo,
centrifugou-se a cultura a 1800 g, durante 10 min a 4 °C, desprezou-se o0 sobrenadante e

purificou-se o plasmideo a partir do sedimento celular, como descrito a seguir.
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2.2.11 Purificacdo de DNA plasmidico

Os plasmideos recombinantes foram purificados a partir dos sedimentos celulares
obtidos como se refere no ponto anterior utilizando o seguinte método. Ressuspendeu-se o
sedimento celular de 5 mL de cultura em 200 pL da solucéo Tris-HCI 50 mM, EDTA 10 mM,
pH 8,0 adicionada de 100 ug/mL de RNase A e misturou-se em vortex. Adicionaram-se 200
uL da solugdo NaCl 200 mM, SDS a 1% (p/v), misturou-se e juntaram-se 200 pL da solucdo
KCH3;COO 3 M, pH 5,5. Centrifugou-se a 16000 g durante 10 min, descartou-se o
sobrenadante e adicionou-se 0,7 volumes de isopropanol. Centrifugou-se imediatamente a
16000 g durante 10 min, descartou-se o sobrenadante e lavou-se o sedimento com 800 a 1000
uL de etanol a 70% (v/v). Centrifugou-se a mesma velocidade durante 5 min, desprezou-se 0
sobrenadante, deixou-se evaporar o etanol residual e ressuspendeu-se 0 DNA em 30 a 50 uL
de Tris-HCI 10 mM, pH 8,0.

Em alternativa, utilizaram-se os “kits” comerciais “Wizard Plus SV Minipreps DNA
Purification System” (Promega), “NZYMiniprep” ou “NZYMidiprep” (NZYTech)
procedendo-se de acordo com as instrucOes dos fabricantes.

A sequenciacdo de DNA para confirmacao da sequéncia dos plasmideos recombinantes
foi realizada por STAB VIDA, Portugal.

2.2.12 Preparacéo de extractos proteicos totais

Os extractos proteicos totais de Escherichia coli foram preparados através da
ressuspensdo de sedimentos celulares, obtidos por centrifugacdo de culturas de 1 mL a 16000
g durante 1 min a temperatura ambiente, em 100 uL de solu¢do tampdo composta por Tris-
HCI 50 mM, pH 6,8, glicerol a 20% (v/v), SDS a 4% (p/v), azul de bromofenol a 0,1% (p/v) e
B-mercaptoetanol a 4% (v/v). As amostras foram aquecidas a 95 °C durante 4 min e por fim

arrefecidas em gelo.

2.2.13 Preparacao de fracgdes de membrana externa

FraccOes celulares de membrana externa versus citoplasma/periplasma/membrana
interna (C/P/MI) foram preparadas como descrito por Piedade (2003) e Cornelis et al. (1989),
com ligeiras modificacdes, tendo como fundamento a solubilizacdo diferencial com N-lauril-
sarcosinato de sddio (sarcosil) a 1% (p/v) (Filip et al., 1973). Em resumo, o sedimento celular
de 1 L de cultura foi obtido por centrifugacao a 5500 g durante 20 min a 4 °C, lavado uma vez

com solucdo salina tamponada com fosfatos (PBS, do inglés “phosphate-buffered saline™) e
ressuspendido em 25 mL de tampao de lise (Tris-HCI 25 mM pH 8,0, glucose 50 mM, EDTA
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10 mM), com lisozima a 2,5 mg/mL e fenilmetilsulfonilfluoreto (PMSF, do inglés
“phenylmethylsulfonyl fluoride”) 1 mM como inibidor de proteases. Para a preparacdo de
fragmentos de membrana externa (OMF, do inglés “outer membrane fragments™), omitiu-se a
lisozima. Ap6s 30 min de incubacdo em gelo, adicionou-se igual volume de uma solucdo de
sarcosil a 2% (p/v), a mistura foi homogeneizada e ultrasonicada. Por fim, ultracentrifugou-se
o lisado celular a 100000 g, durante 2 h a 4 °C, para obtengdo de um sedimento insoltvel de
membranas externas e uma fracgdo soltvel de C/P/MI.

2.2.14 Preparacao de vesiculas de membrana externa

Ap6s 3 h de inducgdo, sedimentaram-se as células a 5500 g durante 20 mina 4°C e o
sobrenadante foi filtrado em filtro com poro de 0,22 pm (Steritop, Millipore) e
ultracentrifugado a 100000 g, durante 2 h a 4 °C. O sedimento foi lavado uma vez e por fim

ressuspendido em PBS, aliquotado e armazenado a -80 °C até uso posterior.

2.2.15 Deslipidificacdo de membranas externas por tratamento com &cido

tricloroacético/acetona

Ressuspenderam-se 0s sedimentos de membranas externas com o auxilio de uma
seringa com agulha de 21 gauge, adicionou-se sarcosil para uma concentracdo final de
0,075% (p/v) e misturou-se lentamente. Adicionou-se entdo acido tricloroacético (TCA, do
inglés “trichloroacetic acid”) para uma concentracdo final de 9% (v/v) e incubou-se a mistura
durante 16 h a 4 °C. Sedimentou-se o precipitado proteico a 20000 g durante 20 min a 4 °C,
lavou-se o sedimento duas vezes com acetona arrefecida a -20 °C e centrifugou-se como

acima se descreve. Por fim, evaporou-se a acetona do precipitado proteico.

2.2.16 Deslipidificaggo de  membranas externas por  tratamento  com

cloroférmio/metanol

Os lipidos nédo ligados covalentemente a proteinas foram removidos das fracgdes de
membrana externa pelo método de extrac¢do repetida com cloroférmio/metanol, com base em
procedimentos anteriormente descritos (Weinberg et al., 1988). Resumidamente,
ressuspenderam-se sedimentos de membrana externa de aproximadamente 250 mL de cultura
em 0,2 mL de SDS a 1% (p/v) a temperatura ambiente e transferiu-se para tubos de vidro
corex. Adicionou-se um volume de 10 mL de cloroférmio/metanol a 2:1 (v/v), misturou-se

por agitagdo em vortex durante 1 min e centrifugou-se a 5000 g durante 10 min. O sedimento
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foi de novo solubilizado em SDS a 1% (p/v) e o tratamento com cloroférmio/metanol repetido

oito vezes. Por fim, o solvente residual foi evaporado da amostra precipitada.

2.2.17 Rastreio de detergentes para solubilizacdo de fragmentos de membrana externa

Com o intuito de eleger o detergente a ser usado na solubilizacdo de OMF, realizou-se
um rastreio inicial em que se utilizaram seis detergentes (Anatrace): n-octil-p-D-
glucopirandsido (OG), n-decil-B-D-maltopiranésido (DM), n-dodecil-B-D-maltopirandsido
(DDM), CHAPS, FOS-CHOLINE-12 e CYMAL-5. Os sedimentos de membranas externas
correspondentes a cerca de 230 mL de cultura foram ressuspendidos em solucdo tamponada
(Tris-HCI 20 mM, NaCl 100 mM, pH 7) com ajuda de seringa com agulha de 21 gauge.
Adicionaram-se os detergentes para uma concentracdo de 2% (p/v) num volume final de 4
mL. Solubilizaram-se as membranas com agitacdo suave durante 2 h a 4 °C e separaram-se as

fraccdes sollveis da matéria insoltvel por ultracentrifugacdo a 100000 g durante 2 h a 4 °C.

2.2.18 Avaliacéo de citotoxicidade pelos detergentes Triton X-100 e OG

A avaliacdo da citotoxicidade de dois detergentes, Triton X-100 e OG, que se
equacionaram usar na preparacdo de OMF, foi realizada pelo teste “CellTiter 96 AQueous ONe
Solution Cell Proliferation Assay” (Promega) que permite a avaliacdo de viabilidade celular
por colorimetria. Este método baseia-se na reducdo do composto tetrazélico MTS [3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetioxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetraz6lio] que ocorre de
forma directamente proporcional ao nimero de células viaveis e que se avalia por medicao de
absorvancia por espectrofotometria. Para este ensaio utilizaram-se as células de linha continua
HEK393T. Preparou-se uma suspensdo a 1 x 10° células/mL em meio DMEM (do inglés
“Dulbecco's Modified Eagle Medium”), sem vermelho de fenol, suplementado com L-
glutamina 2,5 mM e &cido N-2-hidroxietil piperazina-N’-2-etano sulfénico (HEPES) 15 mM
(Invitrogen), a que se adicionou soro de feto de bovino (SFB) para uma concentragdo final de
10% (v/v), penicilina para 100 U.l./mL e estreptomicina para 100 pg/mL. Distribuiram-se 100
uL/poco de placa de 96 alvéolos (1 x 10* células/poco) de modo a obter no dia seguinte
aproximadamente 2 x 10* células/poco. Incubaram-se as placas a 37 °C em estufa de
atmosfera condicionada, com CO; a 5% (v/v) e humidade relativa superior a 80% (estufa de
CO;) durante 16 h. Ao fim desse tempo, colheram-se os sobrenadantes, adicionaram-se 50 puL
por poco de meio sem SFB e adicionaram-se 50 uL. do mesmo meio contendo as diferentes
concentragdes do detergente a testar, em duplicado. Ao fim de 4 h registaram-se os valores de

absorvancia de cada alvéolo a um comprimento de onda de 492 nm em espectrofotémetro.
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2.2.19 Cromatografia de afinidade

Os ensaios de purificacdo por cromatografia de afinidade com Ni** foram realizados
com colunas “His SpinTrap” e “Ni Sepharose 6 Fast Flow” em colunas PD10,
respectivamente para purificacdo em pequena ou grande escala, de acordo com as instrugdes
do fabricante (GE Healthcare), com pequenas alteragdes (composi¢cdo e volumes das
solugdes). Nos casos em que a cromatografia foi realizada sob condi¢Oes desnaturantes
usaram-se as seguintes solucdes:

- solucdo de ligacao: NaH,PO4 20 mM, NaCl 0,5 M, imidazole 20 mM, hidrocloreto de
guanidina 6 M, Triton X-100 a 2% (v/v), B-mercaptoetanol 20 mM e mistura de inibidores de
proteases (“Complete, Mini, EDTA-free”, Roche), pH 7,4;

- 12 solucdo de lavagem: NaH,PO4 20 mM, NaCl 0,5 M, imidazole 20 mM, ureia 8 M,
Triton X-100 a 2% (v/v), pH 7,4;

- 22 solucéo de lavagem: NaH,PO,4 20 mM, NaCl 0,5 M, ureia 8 M, pH 7,4,

- solugéo de eluicdo: NaH,PO, 20 mM, NaCl 0,5 M, ureia 8 M, pH 4,5.

Para purificacdo de OMF sob condic¢des nativas as solugdes finais optimizadas foram as
que se seguem:

- solucéo de ligagéo: PBS, OG (Sigma-Aldrich) a 1% (p/v), imidazole 10 mM e mistura
de inibidores de proteases (“Complete, Mini, EDTA-free”, Roche), pH 7,4;

- solucdo de lavagem: PBS, OG a 1% (p/v), imidazole 20 mM, pH 7,4;

- solucéo de eluicdo: PBS, OG a 1% (p/v), imidazole 250 mM, pH 7,4.

Nos protocolos finais optimizados os sedimentos de membrana externa, insollveis em
sarcosil, de aproximadamente 1 L de cultura foram ressuspendidos em 10 mL da respectiva
solucéo de ligacdo. A solubilizacdo decorreu a 4 °C, com agitacdo suave, durante 2 h 30 min
ou 16 h, respectivamente para protocolos sob condigdes nativas ou desnaturantes. Ao fim
desse tempo, as amostras foram centrifugadas a 20000 g durante 15 min a 4 °C e, ap6s ajuste
do pH a 7,4, os sobrenadantes foram incubados com 750 pL de resina com Ni**, durante 2 h &
temperatura ambiente. Apos transferéncia para uma coluna PD10 vazia, recuperou-se a
solugdo que passou na coluna (“flow-through”) e lavou-se a resina com 19 mL de solucéo de
lavagem. No protocolo para purificaces sob condi¢bes desnaturantes o passo de lavagem foi
repetido com a 22 solucdo de lavagem de modo a remover o detergente ndo dialisavel Triton
X-100. As proteinas ligadas a coluna foram eluidas com um total de 10 mL de solucdo de

eluicdo. No final, os eluatos foram dialisados contra PBS, distribuidos em aliquotas em
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microtubos de baixa adsorcdo de proteinas (“Protein LoBind”, Eppendorf) e armazenados a

-80 °C ap06s congelacdo rapida por imersdo em azoto liquido.

2.2.20 Teste de adsorcéo de lipoproteina a tubos de polipropileno

Para testar a possibilidade de perda de lipoproteina durante o armazenamento em
microtubos de polipropileno, apds congelacdo rapida por imersdo em azoto liquido,
armazenaram-se a -80 °C 100 puL da mesma amostra de Oprl, purificada e dialisada contra
PBS, paralelamente em microtubos convencionais de polipropileno e em microtubos de baixa
adsorcdo de proteinas (“LoBind tubes”, Eppendorf). As amostras foram descongeladas por
aquecimento dos tubos de armazenamento a 50 °C durante 10 min e transferidas para novos
tubos onde se tinha adicionado previamente tampéo de amostra de SDS-PAGE (descrito no
ponto seguinte). Adicionou-se aos tubos de armazenamento, entdo vazios, uma mistura
composta por 80 uL de tampédo desnaturante com ureia (solucdo desnaturante de eluig&o,
ponto 2.2.19) e 20 pL de tampédo de amostra de SDS-PAGE (ver 2.2.21) e aqueceram-Se 0S
tubos a 95 °C durante 10 min. Este passo tinha como objectivo a solubilizacdo em condicdes
extremas de Oprl residual que pudesse estar ainda presente nos tubos de armazenamento
devido a adsorcdo ao plastico. Paralelamente, aqueceram-se a 95 °C durante 10 min as
amostras inicialmente retiradas dos tubos de armazenamento e procedeu-se a analise do

contetido proteico de todas as amostras por electroforese em gel de poliacrilamida.

2.2.21 Electroforese em gel de poliacrilamida/SDS (SDS-PAGE)

As amostras proteicas foram analisadas por electroforese em géis de poliacrilamida
(PAGE, do inglés “polyacrylamide gel electrophoresis”) com SDS, segundo a técnica de
sistema descontinuo de Laemmli (1970), com ligeiras modifica¢bes. Utilizou-se o sistema
“Mini-PROTEAN 3 Cell” (Bio-Rad), tendo a montagem dos géis sido realizada de acordo
com as instrugbes do fabricante. Os geis, com 1,5 mm de espessura, incluiram um gel de
concentracdo de poliacrilamida a 4% (p/v), no qual se formaram os pocos para aplicacédo das
amostras com um pente apropriado, e um gel de separacdo a 15% (p/v). A composicao das
solucBes utilizadas para obtencdo dos géis foi a seguinte: uma solucdo comercial de
acrilamida/bisacrilamida [“30% Acrylamide/Bis Solutions, 37.5:1 mixture (30%T, 2.67%
C)”, Bio-Rad] no volume necessario para obter a concentracdo desejada (4% no gel de
concentragdo e 15% no gel de separacédo); tampao de gel (Tris-HCI 0,5 M, pH 6,8 para o gel
de concentracédo e Tris-HCI 1,5 M, pH 8,8 para o gel de separagédo) numa proporcao de ¥ do

volume final; SDS a 0,1% (p/v); H,O no volume necessario para obter o volume final
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pretendido. Uma vez preparadas as solucGes, a polimerizacdo foi iniciada pela adi¢do de
persulfato de aménio a 10% (p/v), numa propor¢do de 0,005% (v/v) do volume final, e
N,N,N',N'-tetrametilenodiamina (TEMED), numa propor¢éo de 0,005% (v/v) ou 0,01% (v/v)
do volume final, respectivamente para 0s géis de concentracdo e separacao.

As corridas de electroforese decorreram em tampéao Tris/Glicina/SDS [Tris base 25mM,
glicina 192 mM, SDS a 0,1% (p/v)] sob uma diferenca de potencial de 200 V, durante
aproximadamente 55 min. O marcador de massa molecular de proteinas utilizado foi o “Broad
Range SDS-PAGE Standards” (Bio-Rad). Antes da aplicacdo no gel, as amostras e o
marcador de massa molecular foram misturados na proporc¢éo de 4:1 com tampéo de amostra
5 vezes concentrado [Tris-HCI 125 mM, pH 6,8, glicerol a 50% (v/v), SDS a 10% (p/v), azul
de bromofenol a 0,25% (p/v), B-mercaptoetanol a 10% (v/v)] e aquecidos a 95 °C durante 4
min.

Terminada a electroforese, imergiram-se 0s géis em solucéo corante de azul brilhante de
Coomassie [Coomassie Brilliant Blue R-250 a 0,25% (p/v), metanol a 45% (v/v), éacido
acético a 10% (v/v)] durante pelo menos 2 h com agitacdo. A descoloracdo para remocéao do
excesso de corante decorreu em solucdo idéntica mas sem corante até obter um bom contraste
entre as bandas a visualizar e o fundo do gel.

A identificacdo de proteina mencionada na seccao 2.3.5 foi realizada por “peptide mass
fingerprint” usando espectrometria de massa MALDI-TOF (do inglés “matrix-assisted laser
desorption/ionization-time of flight”) apds excisdo da banda proteica correspondente do gel de
SDS-PAGE (ensaio realizado com a colaboracdo da Doutora Deborah Penque e da Doutora
Fatima Vaz do Laboratério de Protedmica, Departamento de Genética, Instituto Nacional de
Saude Dr. Ricardo Jorge, Lishoa).

2.2.22 Transferéncia de proteinas para membrana de nitrocelulose

A transferéncia de proteinas separadas em geis de poliacrilamida para membranas de
nitrocelulose com poro de 0,22 um (Bio-Rad) realizou-se utilizando o sistema “Mini Trans-
Blot electrophoretic transfer cell” (Bio-Rad) de acordo com as indicagdes do fabricante. A
transferéncia ocorreu a 100 V durante 1 h ou a 30 V durante 16 h em tampéo de transferéncia
[Tris base 25 mM, glicina 192 mM, SDS a 0,1% (p/v), metanol a 20% (v/v)] com
refrigeracdo. No final, submergiram-se as membranas em solucdo Ponceu-S (Schleicher &
Schuell) para confirmacdo da transferéncia e marcagédo das proteinas do marcador de massa
molecular. Depois de removido o corante, prosseguiu-se com a detec¢do especifica das

proteinas como se descreve no ponto 2.2.24.
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2.2.23 Deposi¢cao de amostras em membrana de nitrocelulose para “dot blot”

A deposicdo das amostras proteicas em membrana de nitrocelulose para deteccdo de
Oprl com anticorpos especificos foi feita directamente ou utilizando aparelho apropriado
(“Hybri-dot Manifold”, Gibco BRL). No ultimo caso, montou-se o sistema com uma folha de
papel de filtro e uma membrana de nitrocelulose com poro de 0,2 um (Bio-Rad) embebida em
H.O e depositaram-se 50 pL de cada diluicdo das amostras nos alvéolos. Aspiraram-se as
amostras através da membrana de nitrocelulose com o auxilio de uma bomba peristaltica e
lavaram-se os alvéolos com H,O. No final, retirou-se a membrana do aparelho e prosseguiu-se

com a deteccdo especifica como descrito no ponto seguinte.

2.2.24 Detecgdo especifica de Oprl em membranas de nitrocelulose (“western blot” e
“dot blot™)

A presenca de Oprl ou dos seus derivados de fusdo foi detectada em membranas de
nitrocelulose por “dot” ou “western blot” com anticorpos especificos. As membranas obtidas
como se descreve em 2.2.22 e 2.2.23 foram bloqueadas com leite em pé magro a 5% (p/v) em
PBS-T [PBS com Tween-20 a 0,05% (v/v)], durante pelo menos 4 h. Findo esse tempo,
lavaram-se as membranas por imersdo em PBS-T durante 5 min com agitacdo. De seguida,
incubaram-se com o anticorpo monoclonal anti-Oprl QB2 (Cornelis et al., 1996) ou com o
anticorpo monoclonal anti-“tag”-T7 (Novagen) diluidos a 1:10000 em PBS-T com leite em pd
magro a 0,1% (p/v), durante 1h. Apds trés lavagens de 5 min, incubaram-se as membranas
numa solucdo de PBS-T com leite magro a 0,1% (p/v) contendo um anticorpo secundario de
cabra anti-lgG de ratinho [especifico para o fragmento cristalizavel (Fc)] conjugado com
peroxidase de Armoracia rusticana (HRP, do inglés “horseradish peroxidase”) (A2554,
Sigma) diluido a 1:100000 (nos ensaios de “western blot”) ou 1:200000 (nos ensaios de “dot
blot™), durante 1 h. De seguida, lavaram-se as membranas 5 vezes durante 5 min como acima
se descreve e procedeu-se a sua revelacdo utilizando os substratos “Pico” e “Femto” do
sistema “SuperSignal Chemiluminescent Substrates” (Pierce) e o sinal quimioluminescente

foi registado em filme “Amersham Hyperfilm ECL film” (GE Healthcare).

2.2.25 Caracterizacdo da componente lipidica da Oprl purificada

A determinacdo da massa molecular de Oprl purificada por espectrometria de massa
MALDI-TOF foi um servico do Laboratério de Espectrometria de Massa do Instituto de

Tecnologia Quimica e Bioldgica (ITQB), Universidade Nova de Lisboa, Oeiras.
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A analise dos acidos gordos ligados covalentemente a Oprl purificada foi realizada por
cromatografia gés-liquido seguida de espectrometria de massa [estudo realizado em
colaboragdo com Susana Alves do Instituto Nacional dos Recursos Bioldgicos (INRB) e do
Instituto de Ciéncias Biomédicas Abel Salazar (ICBAS), Universidade do Porto, e Professor
Doutor Rui Bessa da Faculdade de Medicina Veterinaria (FMV), Universidade Técnica de
Lisboa (UTL)]. Primeiramente, removeram-se os acidos gordos nédo ligados covalentemente
por extracgdo com cloroférmio/metanol. Para a determinacdo dos &cidos gordos com ligacdo
éster (ELFA, do inglés “ester-linked fatty acids™) solubilizou-se o residuo seco de lipoproteina
em 1 mL de tolueno seguido da adi¢do de 0,2 mL de KOH 2 M em metanol. Apés 4 h,
adicionaram-se 2 gotas de acido acético glacial de forma a parar a reaccdo e neutralizar a
solugdo. Os ésteres metilicos de &cidos gordos (FAME, do inglés “fatty acid methyl ester”)
foram entdo extraidos com hexano, repetindo o procedimento por quatro vezes, e, no final,
removeu-se 0 solvente sob fluxo de azoto. Os FAME foram dissolvidos em 100 ul de hexano
(99,9% de pureza) e transferidos para tubos adequados a andlise por cromatografia gas-
liquido. Os &cidos gordos com ligacdo amida (ALFA, do inglés “amide-linked fatty acids”)
foram extraidos por solubilizacdo do residuo remanescente apds remoc¢édo dos ELFA em 1 mL
de tolueno seguida da adi¢cdo de 3 mL de HCI a 10% (v/v) em metanol e incubacdo durante 16
ha 70 °C. O extracto foi entdo lavado com solucdo de K,CO3 e os FAME foram extraidos trés
vezes com hexano. Apds remocao do solvente sob fluxo de azoto, dissolveram-se os FAME
em 100 pL de hexano (99,9% de pureza) e transferiram-se para tubos apropriados a anélise. O
éster metilico do &cido nonadecandico (C19:0) foi adicionado como padrdo interno para
quantificacdo dos é&cidos gordos por cromatografia gas-liquido. Os FAME foram
determinados usando o sistema de cromatografia gasosa Agilent HP 6890 (Agilent Techn.
Inc., Palo Alto, CA, USA) equipado com um detector de ionizacdo de chama e uma coluna
capilar CP-Sil 88 de 100 m, com diametro interno de 0,25 mm e espessura do filme de 0,20
um (Chrompack, Varian Inc., Walnut Creek, CA, USA). As condi¢des de cromatografia
foram as seguintes: temperatura do injector, 250 °C; temperatura do detector, 280 °C; como
gés transportador utilizou-se hélio e a razéo de reparticéo foi de 1:10. A coluna foi mantida a
uma temperatura de 100 °C durante 15 min, aumentou-se para 150 °C a uma taxa de 10
°C/min e manteve-se durante 5 min. Aumentou-se entdo para 158 °C a 1 °C/min e manteve-se
por 30 min, apos o que se aumentou para 200 °C a uma taxa de 1 °C/min e manteve-se durante
65 min. A identificacdo dos acidos gordos foi realizada por comparacdo com padrbes
auténticos e por analise de espectrometria de massa utilizando um sistema Varian Saturn 2200

(Varian Inc., Walnut Creek, CA, USA). Os &cidos gordos ciclicos foram identificados por
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comparacdo do espectro de massa com os dados da base de dados “The NIST 08 mass

spectral library”.

2.2.26 Microscopia de forca atdmica

As medicbes sobre células bacterianas ou OMV por microscopia de forca atdmica
(AFM, do inglés ‘“atomic force microscopy”) foram realizadas com um microscépio
Dimension 3100 (Veeco/Digital Instruments) com controlador Nanoscope Illa e uma ponta
OTESPA Si (Veeco, Digital Instruments), com frequéncia nominal de ressonancia de 300 kHz
(estudo realizado em colaboracdo com Raben Ramalho do Instituto Superior Técnico de
Lisboa e do Instituto Gulbenkian de Ciéncia de Oeiras e com a Professora Doutora Helena
Soares do Instituto Gulbenkian de Ciéncia de Oeiras, do Centro de Quimica e Bioquimica,
Faculdade de Ciéncias, Universidade de Lisboa e da Escola Superior de Tecnologia da Saude
de Lisboa). Ressuspenderam-se as amostras em PBS e de seguida depositaram-se as
suspensdes em lamela de vidro. Deixou-se secar e lavou-se a lamela com &gua desionizada
para remocdo de sais. Foi usado o modo intermitente para minimizar o dano das amostras,
tendo as medicdes sido realizadas em ar. As imagens topograficas que se obtém mostram a
configuracdo da superficie da amostra e as imagens de amplitude correspondem
aproximadamente a derivada espacial da topografia ao longo da direccéo de leitura e sdo Uteis
para salientar os contornos dos objectos.

2.2.27 Quantificacdo de proteina pelo método do acido bicinconinico

A proteina total nos extractos de membranas externas, eluatos de cromatografia de
afinidade ou produtos finais foi quantificada pelo método do acido bicinconinico (BCA, do
inglés “bicinchoninic acid”) utilizando o “kit” comercial “BCA Protein Assay Kit” (Pierce).
Este método baseia-se na deteccdo da reaccdo de reducdo, em meio bésico, de ides cupricos
(Cu?) a ides cuprosos (Cu*') pelas proteinas (reaccdo de biureto) através da quelacdo de
acido bicinconinico com este ido. A quelacdo de duas moléculas de BCA com um ido cuproso
(Cu™) origina um produto de cor parpura, com elevada absorvancia a 562 nm, que aumenta
numa proporgcdo quase linear com o0 aumento da concentragdo proteica num leque de
concentragdes de 20 a 2000 pg/mL. Procedeu-se de acordo com as instrugcdes do fabricante,
com ligeiras modificagdes. Resumidamente, adicionou-se 50 pL. de amostra ou respectiva
diluicdo a um microtubo de polipropileno e adicionou-se 1 mL de uma mistura do reagente A
com o reagente B do “kit” na propor¢do de 50:1. Incubou-se em banho de &gua a 37 °C

durante 30 min, arrefeceu-se a temperatura ambiente e procedeu-se a leitura de absorvancia a
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562 nm em cuvete de 1 cm de largura num espectrofotometro. A concentracdo proteica das
amostras foi estimada a partir de uma recta de calibracdo obtida com leituras de dilui¢cdes de
BSA de 25 a 2000 ug/mL, realizadas a partir das ampolas fornecidas no “kit”.

2.2.28 Quantificacdo de LPS

A endotoxina bacteriana presente nas formulac¢Ges obtidas foi quantificada pelo método
do lisado de amebdcitos de Limulus (LAL) usando o “Limulus Amebocyte Lysate (LAL)
Kinetic-QCL” (Lonza). O método de LAL baseia-se na reaccdo de coagulacdo de uma
proteina presente nos amebocitos de Limulus polyphemus na presenca de endotoxinas
bacterianas (Young et al., 1972). O teste usado consiste hum ensaio cinético quantitativo que
faz uso da fase inicial da reaccdo de LAL para obter, por reaccdo enzimatica, a libertacdo de
p-nitroanilina a partir de um substrato incolor, produzindo uma coloracdo amarela. A taxa
inicial de activacdo da enzima que catalisa a reaccdo é proporcional a concentracdo de
endotoxina presente na amostra e a libertacdo de p-nitroanilina € monitorizada continuamente
ao longo do periodo de incubagdo por leitura de absorvancia a 405 nm. A concentracdo de
endotoxina numa amostra € determinada a partir do seu tempo de reaccdo (tempo necessario
para que o valor de absorvancia aumente 0,2 acima do valor inicial de cada amostra) por
comparag¢do com uma curva padrdo obtida a partir da determinag@o dos tempos de reaccao de
solugdes com endotoxina em concentracdo conhecida. O procedimento decorreu de acordo
com as instrucbes do fabricante. Resumidamente, adicionaram-se a microplaca de 96 po¢os
livre de endotoxinas (TPP) as diluicBes seriadas de endotoxina de concentracdo conhecida
(0,005 EU/mL a 50 EU/mL), H,0 livre de endotoxinas (“LAL reagent water”, Lonza) como
controlo negativo, PBS e as amostras a testar, em duplicado, num volume de 100 pL.
Agqueceu-se a placa durante 10 min a 37 °C no espectrofotdmetro e adicionou-se a cada poco
100 pL de reagente LAL (“Kinetic-QCL Reagent”). Procedeu-se a 40 leituras a 405 nm com
intervalos de 150 seg durante incubacdo a 37 °C. No final, de acordo com o indicado pelo
fabricante, obteve-se uma recta de calibracdo com os valores dos logaritmos de base 10 dos
tempos médios de reaccdo e os logaritmos das concentracdes de cada padréo a partir da qual

se calculou a concentragédo de endotoxina de cada amostra.

2.2.29 Quantificacdo de peptidoglicano

A deteccdo de peptidoglicano foi realizada usando “SLP Reagent Set” (Wako
bioproducts). Este método tem por base um sistema de defesa presente na hemolinfa do bicho-

da-seda (Bombyx mori), designado sistema em cascata da profenoloxidase, o qual €
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desencadeado por peptidoglicano bacteriano ou (1—3)-p-D-glucano de fungos, resultando na
producdo de melanina. O principio assemelha-se ao teste usado para deteccdo de LPS e foi
realizado de acordo com as instrucdes para leitor de microplaca fornecidas pelo fabricante.
Resumidamente, em microplaca de 96 pocos livre de endotoxinas (TPP) distribuiram-se
diluicdes seriadas de peptidoglicano de concentragdo conhecida (1 a 1000 ng/mL), H,O livre
de endotoxinas (“LAL reagent water”, Lonza), como controlo negativo, PBS e as amostras a
testar, em duplicado, num volume de 50 uL e adicionou-se a cada pogo 50 pL da solucdo do
teste SLP. Realizaram-se leituras com intervalos de 120 seg durante 90 min a 650 nm e, no
final, calculou-se a concentracdo de cada amostra de forma semelhante ao realizado no teste
de LAL.

2.3 Resultados

2.3.1 Construcao de novos vectores plasmidicos de clonagem e expressdo baseados no

gene oprl

Os vectores anteriormente construidos para expressao de antigénios em fusdo com Oprl,
incluindo pVUBS3, contém a sequéncia completa de oprl modificada pela insercdo de um local
de clonagem mdltipla (LCM1 na Figura 5) no local de restricdo Sphl, perto da extremidade 3’
do gene (Figura 5). A série de vectores obtida neste trabalho foi construida por subclonagem
em pET24a de sequéncias de oprl amplificadas por PCR a partir de pVUB3. O plasmideo
pET?24a foi eleito como vector de subclonagem por trés razGes principais: primeiro, o sistema
PET compreende mecanismos robustos de controlo da expressdo dos genes clonados;
segundo, o plasmideo codifica uma cauda de histidinas de localizacdo C-terminal, necessaria
para a purificagdo por cromatografia de afinidade das formas maduras de Oprl; terceiro, o
plasmideo codifica uma “tag”-T7 N-terminal que poderia vir a ser testada para avalia¢do do
processamento pos-traducdo da lipoproteina.

Construiu-se um conjunto de trés plasmideos diferentes por subclonagem de produtos
de PCR amplificados a partir de pVUB3 ap0s hidrélise com Sphl e re-ligacdo do plasmideo,
de forma a remover o LCM existente (LCM1). Os novos vectores, pOL (derivado do inglés
“Outer membrane Lipoprotein) e pOLT7, contém a sequéncia completa de oprl, incluindo o
péptido-sinal, seguida a jusante pelo LCM de pET24a (LCM2 na Figura 5) e pela cauda C-
terminal de seis histidinas. A diferenca entre os dois vectores reside na auséncia (pOL) ou
presenca (pOLT7) da sequéncia de pET24a que codifica a “tag”-T7 na extremidade aminica
da prolipoproteina. Um terceiro vector, pOLM, foi construido com o objectivo de expressar

68



2.3. Resultados

Oprl ndo-lipidificada. Este plasmideo ndo possui as sequéncias que codificam na extremidade
aminica a “tag”-T7 ou o péptido-sinal e a sequéncia codificadora da forma madura da Oprl é
igualmente seguida a jusante pelo LCM de pET?24a e pela cauda de histidinas (Figura 5).

Na construcdo dos novos vectores, o iniciador direito usado para a amplificacdo a partir
de pVUBS3 foi desenhado de forma a ser complementar da regido terminal da sequéncia oprl,
excluindo o coddo de terminagdo, ¢ foi modificado em 5’ pela adigdo de uma local de
restricio BamHI. Os iniciadores esquerdos diferiram em fungdo da intencdo de incluir
(pOLT7) ou excluir (pOL) na prolipoproteina a “tag”-T7 N-terminal codificada no plasmideo
pET24a. No primeiro caso, desenhou-se o iniciador de forma a hibridar com a parte inicial da
sequéncia oprl, excluindo o cod&o de iniciacdo, e acrescentou-se igualmente na extremidade
5’ um local de reconhecimento BamHI. No segundo caso, o iniciador foi concebido para
hibridar na mesma regido inicial de oprl, mas a modifica¢dao na terminagdo 5’ consistiu num
local de restricdo Ndel que inclui o coddo de iniciacdo. Para a construcdo do vector que
expressa Oprl n&o-lipidificada (pOLM), o iniciador esquerdo foi desenhado para conter
igualmente um sitio Ndel a 5°, mas com a restante sequéncia complementar a sequéncia que
codifica a proteina madura. Pretendia-se, desta forma, que o codao para a cisteina 20 da
prolipoproteina, residuo N-terminal da proteina madura, ficasse no novo vector
imediatamente ap6s o coddo de iniciacgéo.

Obtiveram-se também trés plasmideos equivalentes sem realizar a hidrdlise de pVUB3
por Sphl antes da amplificacdo por PCR. Estes plasmideos contém o LCM extra de pVUB3
(LCM1) perto do final da sequéncia oprl e na sua denominacdo foi incluida a letra “P”
(derivado do inglés “polylinker”), pOLP, pOLPT7 e pOLPM (Figura 5).

Apos edicdo e analise dos resultados de sequenciacdo confirmou-se a insercdo correcta
dos fragmentos e a auséncia de mutacdes. Na Tabela 3 resumem-se as caracteristicas dos

novos vectores e dos seus produtos de expressao.
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(a)

Oprl
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f 1
péptido-sinal LCM1
I ; ; — pVUB3
(b)
Oprl
A
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‘tag”™T7 péptido-sinal LCM2 6xHis
i i~ i } —1 pOLT7
} ; ; — poL
i ! =—{ pOLM
(c)
Oprl
|
r 1
“tag”™T7 péptido-sinal LCM1 LCM2 6xHis
i i } } —t — pOLPT7
k } } — — pOLP
L t — +— pOLPM
d
(d) pOLT7
"tag”-T7 BamHT péptido-sinal
ATGGCTAGCATGACTGGTGGACAGCAAATGGGTCGCGGATCCAACAACGTTCTGAAATTCTCTGCTCTG
GCTCTGGCTGCTGTTCTGGCCACCGGTTGCAGCAGCCACTCCAAAGAAACCGAAGCTCGTCTGACTGCT
Oprl
ACCGAAGACGCAGCTGCTCGTGCTCAGGCTCGCGCTGACGAAGCCTATCGCAAGGCTGACGAAGCTCTG
Sphl
GGCGCTGCTCAGAAAGCTCAGCAGACCGCTGACGAGGCTAACGAGCGTGCCCTGCGCATGCTGGAAAAA
BamHT Sacl HindIIT Xhol 6xHis
GCCAGCCGCAAGGATCCGAATTCGAGCTCCGTCGACAAGCTTGCGGCCGCACTCGAGCACCACCACCAC
EcoRI Sall EagI/NotIl
CACCACTGA
(e)
LCM1 EcoRI Sphl..
AGATCTCTGAGAATTCTGTTAACCGCATGC
BglII Hpal
(f)

MASMTGGQOMGRGSNNVLKFSALALAAVLATGCSSHSKETEARLTATEDAAARAQARADEAYRKADEALGAAQKA
QQTADEANERALRMLEKASRKDPNSSSVDKLAAATL EHHHHHH

Figura 5 - Representacdo grafica da regido de clonagem/expressdo dos vectores baseados em oprl.
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Figura 5 (continuacdo) - Representacdo grafica da regido de clonagem/expressdo dos vectores
baseados em oprl.

(a) O vector pVUBS3 (Cote-Sierra et al., 1998), que contém a sequéncia codificadora oprl com um
local de clonagem maltipla (LCM1) inserido no local Sphl perto da sua terminagdo 3’, serviu de
molde para amplificacdo por PCR de sequéncias oprl para subclonagem em pET-24a. (b)
Construiram-se trés plasmideos diferentes por subclonagem de produtos de PCR amplificados
apos hidrolise com Sphl e religacdo, com o intuito de remover LCM1; pOL e pOLT7 contém a
totalidade da sequéncia oprl, incluindo o péptido-sinal, seguida a jusante pelo LCM de pET-24a
(LCM2) e pela cauda C-terminal de seis histidinas (6xHis); a “tag”-T7 N-terminal de pET-24a esta
presente em pOLT7, mas ausente em pOL; pOLM contém a regido codificadora da forma madura
de Oprl, sem o péptido-sinal N-terminal, para a expresséo de Oprl ndo-lipidificada. (c) Obtiveram-
se trés plasmideos equivalentes — pOLP, pOLPT7 e pOLPM — sem realizar a hidrolise de pvVUB3
por Sphl antes da amplificagdo por PCR, mantendo dessa forma o LCM anteriormente presente em
pVUB3 (LCM1). (d) Regido de expressdo de pOLT7 em que se mostra em italico a sequéncia
oprl, em sublinhado pontilhado o péptido-sinal e a cheio as “tags” T7 e 6xHis; o LCM2
corresponde a sequéncia compreendida entre EcoRI e Xhol. (e) Sequéncia nucleotidica e locais de
restricdo do LCM1 inserido no local Sphl de pVUB3 e presente em pOLP, pOLPT7 e pOLPM. (f)
Sequéncia aminoacidica em cddigo de uma letra da prolipoproteina expressa a partir do vector

pOLT7, estando indicadas as diferentes regides no memo formato usado em (d).

71



Capitulo 2. Desenvolvimento de um novo sistema de clonagem baseado em Oprl

Tabela 3 — Novos vectores baseados em oprl e seus produtos de expressdo

Proteina imatura Proteina madura
Vector
Massa molecular Massa molecular (Dalton)
N°de a.a.” Dal N° de a.a.”
(pb)* (Dalton) Sem lipidificagio*  Com lipidificacio”
pOLT7 354 117 12405,7
85 9270,0 10059.3
pOL 315 104 11156,3
pOLM 261 n.a.* n.a. 86 9401,2 n.a.
pOLPT7 384 127 13565,0
95 10429,3 11218,6
pOLP 345 114 12315,6
pOLPM 291 n.a. n.a. 96 10560,5 n.a.
Plasmideo recombinante
pOLPT7-A104R 669 222 24040,3 190 20904,7 21694,0

“ N° de pares de bases da regido de expressio

®N° de residuos de aminodcidos

¢ Sequéncia aminoacidica da regido madura sem modificagdo lipidica
4 Lipoproteina madura triacilada com residuos de acido palmitico

¢ Nio se aplica

2.3.2 O novo sistema permite o controlo da expressao basal de oprl

No sistema pET (Novagen) os genes alvo séo clonados sob o controlo de sinais de
transcricdo do bacteriéfago T7 usando células hospedeiras de ndo-expressdo (que ndo
possuem o gene para a RNA polimerase do fago T7). Uma vez estabelecidos, os plasmideos
recombinantes sdo transferidos para estirpes de expressdo, que contém uma copia
cromossomal do gene da RNA polimerase T7 sob controlo do promotor lacUV5. A expressdo
pode entdo ser induzida pela adicdo de IPTG ao meio de cultura. Estirpes de expressao que
contém plasmideos pLysS ou pLysE permitem um controlo mais apertado da repressdo
devido a expresséo de lisozima T7, um inibidor natural da RNA polimerase T7.

Para avaliar a capacidade de o novo sistema manter a expressao de Oprl reprimida até a
inducdo, prepararam-se extractos de proteina total a partir de células da estirpe de néo-
expressdo JM109 e a partir das estirpes de expressdo Rosetta(DE3)pLysS e BL21(DE3)
transformadas com pOLPT7. A deteccdo de Oprl por “dot blot” com o anticorpo QB2 néo
revelou a presenca de lipoproteina nas culturas de 16 h ndo-induzidas da estirpe de néo-
expressao nem da estirpe de expressdo que continha o plasmideo pLysS (Figura 6). Apos o
periodo de indugdo de 3 h, também ndo se detectou Oprl quando ndo se adicionou IPTG
(controlo ndo-induzido) nas culturas de Rosetta(DE3)pLysS. Nas culturas de 16 h néo-
induzidas da estirpe de expressdo BL21(DE3), que ndo continha o plasmideo pLysS, e no
respectivo controlo ndo-induzido (sem adicdo de IPTG) apds o periodo de inducdo de 3 h,
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detectou-se a presenca de Oprl, 0o que revela expressao residual na auséncia de inducéo
(Figura 6).

Detectaram-se quantidades expressivas de Oprl nos extractos de proteina total
preparados a partir de células de ambas as estirpes de expressdo apés 3 h de inducdo com
IPTG (Figura 6).

Estes resultados demonstram que utilizando estirpes de ndo-expressao nos passos de
clonagem e uma estirpe de expressdo que contém o plasmideo pLysS é possivel, com o novo

sistema, manter um forte controlo da expressao de oprl.

Estirpes de expresséo

JM109 Rosetta(DE3) BL21(DE3)
pLysS

16h 16h 3h
0 1

Figura 6 - O novo sistema permite o controlo da expresséo basal de oprl.

16 h 3h
0 1 IPTG (mM)

Proteina total
Diluigées 1:5

“Dot blot” com diluicGes seriadas a 1:5 de extractos de proteina total preparados a partir de
bactérias da estirpe de ndo-expressdo JM109 e das duas estirpes de expressao Rosetta(DE3)pLysS
e BL21(DE3), transformadas com o plasmideo pOLPT7. Os extractos proteicos foram preparados
apos cultura de 16 h durante a noite (16 h) a 37 °C sem inducéo e ap6s o periodo de inducédo de 3 h
(3 h) a 37 °C, com (1) ou sem (0) indugdo com IPTG 1 mM. A Oprl foi detectada utilizando o
anticorpo monoclonal especifico QB2.

2.3.3 Apobs inducédo de expressao, a Oprl é processada e inserida na membrana externa
da célula hospedeira

Com o intuito de verificar se o processo de maturagdo ocorre correctamente apos a
expressao de Oprl no novo sistema, prepararam-se fraccfes de membrana externa versus
fraccdes de citoplasma/periplasma/membrana interna (C/P/MI) por solubilizacdo diferencial
com sarcosil. Nas condicGes usadas, este detergente ndo solubiliza a membrana externa das
bactérias. A presenca de Oprl nas duas fraccdes foi detectada em paralelo com o anticorpo
QB2, que reconhece uma regiao da lipoproteina madura, detectando, assim, tanto as formas
maduras como as formas precursoras de Oprl; e com o anticorpo anti-“tag”-T7, que, em
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consequéncia da remocdo do péptido-sinal durante o processamento, reconhece apenas as
formas imaturas da lipoproteina. O anticorpo QB2 revelou a presenga de Oprl em ambas as
fraccdes, enquanto o anticorpo anti-“tag”-T7 detectou as formas imaturas na fraccdo C/P/Ml
mas nao na membrana externa (Figura 7). Estes resultados demonstram o processamento pos-
traducdo da lipoproteina, ndo obstante a adicdo da “tag”-T7 a extremidade aminica do péptido

sinal, e comprovam a sua ancoragem na membrana externa da célula hospedeira.

(@) (b)
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Figura 7 - A Oprl é processada e inserida na membrana externa da célula hospedeira.

(a) Representacdo esquematica do processamento da Oprl e sua deteccdo com os dois anticorpos,
QB2 e anti-“tag”-T7; LCM, local de clonagem mdaltipla; 6xH, cauda de seis histidinas. (b) As
fraccOes citoplasmatica/periplasmica/membrana interna (C/P/MI) versus membrana externa (ME)
foram preparadas a partir de células tranformadas com pOLPT7 por solubilizagdo diferencial com
sarcosil a 1% ap6s 3 h de inducgdo a 37 °C com IPTG 1 mM. “Dot blots” com diluigdes seriadas a
1:5 dos extractos proteicos foram testados com o anticorpo monoclonal anti-Oprl QB2, que
detecta todas as formas da Oprl, ou com o anticorpo monoclonal anti-“tag”-T7, que apenas detecta

as suas formas imaturas.
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2.3.4 Apo0s inducdo de expressdo, a Oprl estad presente no meio de cultura devido a

libertacdo de vesiculas de membrana externa da bactéria hospedeira

Durante os ensaios para optimizagdo das condigOes de expresséo, a Oprl foi detectada
por “western blot” no meio de cultura precipitado com acetona apds 3 e 5 h de indugdo com
uma mobilidade correspondente a uma massa molecular proxima de 14 kDa (Figura 8a). Este
valor estd de acordo com o esperado, uma vez que a massa molecular tedrica da sequéncia
madura de Oprl ndo lipidificada é de 9270 Da, sabendo-se, de experiéncia anterior, que a
modificacdo lipidica atrasa a sua mobilidade. Uma vez que a Oprl ndo esta descrita como uma
lipoproteina secretada, admitiu-se que podia ocorrer libertacdo de OMV durante a inducgéo.

De facto, a ultracentrifugacdo do meio de cultura origina um sedimento que analisado
por SDS-PAGE mostra um padrédo proteico similar aquele das fraccdes de membrana externa
(Figura 8b) e a Oprl deixa de ser detectada por “western blot” no sobrenadante apds a
ultracentrifugacdo (resultado nao apresentado).

A observacdo do sedimento de ultracentrifugacdo por AFM revela estruturas
compativeis com vesiculas, mostrando, a grande maioria, diametros que variam entre 20 e 100
nm (Figura 8c). Em consonancia, a observacdo das células hospedeiras apds inducéo de 3 h

revela alteracdes morfoldgicas na sua superficie que sugerem vesiculacdo (Figura 8d).

2.3.5 A cromatografia de afinidade de extractos de membrana externa deslipidificados

permite a purificacédo de Oprl

A necessidade de recorrer a métodos laboriosos para purificar os produtos de fusdo era
uma importante limitacdo dos anteriores vectores baseados em oprl. O plasmideo escolhido
para servir de base aos novos vectores adiciona uma cauda de 6 histidinas a extremidade
carboxilica da Oprl possibilitando a purificacdo das formas maduras lipidificadas a partir da
membrana externa por cromatografia de afinidade com Ni*".

A abordagem seguida inicialmente para obtencdo de Oprl pura consistiu na
ressuspensdo do sedimento de membrana externa, insolivel em sarcosil, numa solucéo
desnaturante com hidrocloreto de guanidina 6 M, seguida pelo método de cromatografia de
afinidade. Embora o produto de eluicdo obtido com este protocolo fosse composto
maioritariamente por Oprl (Figura 9, coluna 1), observou-se consistentemente a contaminacéo
dos eluatos com outras proteinas. A presenca de proteinas contaminantes, sendo
particularmente visivel uma proteina com massa molecular aparente de aproximadamente 40
kDa, ndo foi solucionada com qualquer das variagdes dos passos de ligacdo e lavagem

ensaiadas (resultados ndo apresentados) e observou-se de forma semelhante nas tentativas

75



Capitulo 2. Desenvolvimento de um novo sistema de clonagem baseado em Oprl
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Figura 8 - A Oprl estéa presente no meio de cultura devido a libertagdo de vesiculas de membrana
externa (OMV).
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Figura 8 (continuacgdo) - A Oprl esté presente no meio de cultura devido a libertacdo de vesiculas
de membrana externa (OMV).

(a) O meio de cultura de culturas induzidas durante 3 h e 5 h precipitado com acetona e analisado
por SDS-PAGE e “western blot” utilizando o anticorpo anti-Oprl QB2 revelou a presenga de Oprl.
(b) O sedimento de ultracentrifugacdo do meio de cultura (Sedim. MC) de culturas induzidas
apresenta um padrdo proteico em SDS-PAGE semelhante aquele das membranas externas (ME); o
marcador de massa molecular (M) esta assinalado em (a) e (b). (c) A observacdo do sedimento de
ultracentrifugacdo do meio de cultura por microscopia de forga atomica revela estruturas com
forma e tamanho compativeis com OMV. Painel esquerdo, vista geral da topografia do sedimento.
Na escala de cor o castanho claro corresponde a valores mais elevados de altura e o castanho-
escuro a valores menores. Painel central, a mesma imagem em amplitude permitindo uma melhor
percepcdo dos contornos. Painel direito, topografia em vista 3D da imagem da esquerda. (d) As
células hospedeiras induzidas durante 3 h com IPTG 1 mM visualizadas por microscopia de forga
atémica apresentam protrusdes na superficie celular compativeis com vesiculagdo da membrana
externa. Painel esquerdo, vista geral de trés células em que se observa a sua forma bacilar. Painel
central, topografia 3D de uma das células do painel esquerdo. Painel direito, detalhe das
protrusdes na superficie celular. Esta imagem de topografia foi obtida directamente por medicéo

na escala de 1 um na superficie da célula.
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de purificagdo em condicgdes nativas. Na Figura 10 apresenta-se um desses ensaios realizados
em condi¢Oes nativas em que se utilizou uma solucdo tamponada com o detergente Triton X-
100 a 2% (v/v) e banho de ultra-sons no passo de solubilizacdo e 0 mesmo detergente nas

solucgdes de lavagem e eluicao.
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Figura 9 - A completa deslipidificacdo dos extractos de membrana externa (ME) é necessaria para
a purificacdo de Oprl.

A figura mostra a analise por SDS-PAGE dos eluatos de cromatografia de afinidade de extractos
de ME preparados com diferentes protocolos. A solubilizacdo da ME com uma solucéo de ligacéo
desnaturante resultou em eluatos contaminados com outras proteinas, principalmente OmpF
(coluna 1). Nas condic@es usadas, a cromatografia de afinidade de extractos de ME de Escherichia
coli ndo transformada indicou a inexisténcia de afinidade natural de proteinas da ME para a coluna
de cromatografia (coluna 2). A hidrolise do peptidoglicano antes de realizar a purificacdo nao
impediu a co-purificacdo de outras proteinas (coluna 3), mas a extraccdo lipidica com
cloroférmio/metanol permitiu a sua eliminacdo (coluna 4). O marcador de massa molecular esta

assinalado por M.

78



2.3. Resultados

°
S
_F\
Q& N a2
\fQ & & N 9z
o S S O 50
4 N~ 'b@ 'z?{b NS4

N < V V < <

e 4 —

= —

L nd —
45,0 kDa-
31,0 kDa-| -—
21,5 kDa-|
14,4 kDa- ~

6,5kDa+| Wl \

Figura 10 — A purificacdo a partir de preparacbes de membrana externa por cromatografia de
afinidade em condicfes nativas resulta em eluatos maioritariamente compostos por Oprl mas
contaminados com outras proteinas.

Solubilizaram-se extractos de membrana externa em solucdo tamponada com Triton X-100 a 2%
(v/v) em banho de agua com sonicagdo. A fraccdo soltvel (ME sol. Trit.X-100 2%) foi aplicada
em minicoluna de cromatografia (“His SpinTrap”), o “flow-through” (FL) foi colhido e, apds duas
lavagens com solucdo contendo o mesmo detergente e 20 mM de imidazole (Lavagem 1 e 2),
procedeu-se & eluicdo com solucdo idéntica mas com 500 mM de imidazole (Eluato 1 e 2). A
figura mostra a analise por SDS-PAGE das diferentes frac¢cbes. O marcador de massa molecular

esta assinalado por M.

A principal proteina contaminante foi analisada por “peptide mass fingerprinting”
usando espectrometria de massa MALDI-TOF e identificada como sendo a proteina da
membrana externa de Escherichia coli OmpF. Nesta fase, consideraram-se como possiveis
causas da purificagdo incompleta da Oprl, quer a afinidade natural de proteinas da membrana
externa para a coluna de Ni**, quer a existéncia de ligacBes fisicas entre a Oprl e outros
componentes da membrana externa. Para testar a primeira hipétese, foi usado o mesmo
procedimento de purificacdo em condigOes desnaturantes com extractos de membrana externa
da mesma estirpe de Escherichia coli ndo transformada. Nestas condi¢fes ndo se observaram
proteinas nos eluatos de cromatografia (Figura 9, coluna 2). A existéncia de ligacdes entre

Oprl e outras proteinas da membrana externa através de peptidoglicano foi entdo testada
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procedendo a hidrdlise deste ultimo com lisozima antes de realizar a purificacao de Oprl. Este
procedimento ndo eliminou a presenca de proteinas contaminantes nos eluatos (Figura 9,
coluna 3). Por fim, a deslipidificacdo das preparacdes de membrana externa por tratamento
repetido com uma solucdo de cloroférmio/metanol resultou na obtencdo de eluatos de
cromatografia cuja analise por SDS-PAGE revelou uma Unica banda correspondente a Oprl
(Figura 9, coluna 4). O mesmo se observou apds deslipidificacdo de preparacdes de
membrana externa por tratamento com TCA/acetona (resultado néo apresentado). Com base
nestas observacgdes, estabeleceu-se o protocolo final para purificacdo de Oprl lipidificada
como se segue: (1) preparacdo de fraccdes de membrana externa por solubilizacéo diferencial
com sarcosil; (2) deslipidificacdo das preparacdes de membrana externa por um dos métodos
acima referidos; (3) cromatografia de afinidade. No seguimento da extrac¢do dos lipidos de
membrana por tratamento com cloroférmio/metanol ou TCA/acetona, a cromatografia é
realizada sob condi¢fes desnaturantes apds solubilizacdo do precipitado proteico em tampao
de ligag&o desnaturante.

No decorrer do trabalho experimental notaram-se, por vezes, diferengas significativas
entre a quantidade de lipoproteina que era armazenada a -80 °C em aliquotas distribuidas por
microtubos de polipropileno e aquela que era recuperada apds descongelacdo. Esta
observacdo levou-nos a suspeitar de perda de amostra por adsor¢do a superficie pléstica
durante o armazenamento. Com o0 objectivo de avaliar tais perdas e a possibilidade de as
minimizar com tubos de polipropileno de baixa adsorcdo de proteinas, armazenaram-se
amostras idénticas de Oprl purificada e dialisada contra PBS nos dois tipos de tubo e avaliou-
se a presenca da lipoproteina na amostra deles recuperada apds descongelacdo a 50 °C.
Avaliou-se ainda a presenca de lipoproteina residual nos tubos de armazenamento apoés a
remocdo da amostra, através da adicdo de uma solucdo desnaturante seguida de aguecimento a
95 °C. De facto, a amostra recuperada do tubo convencional descongelada a 50 °C continha
apenas uma pequena fraccdo da quantidade recuperada nas mesmas condicOes a partir de
tubos de baixa adsorcdo de proteinas (Figura 11). Pelo menos parte da lipoproteina
armazenada no tubo convencional foi depois recuperada nas condigdes extremas de
solubilizacdo (adicdo de tampdo desnaturante com ureia e tampdo de amostra com
aquecimento a 95 °C durante 10 min) usadas ap0s a transferéncia inicial da amostra. Nas
mesmas condicOes, praticamente ndo se detectou Oprl residual nos tubos de baixa adsorcao.
Face a este resultado, o armazenamento dos produtos purificados a partir do novo sistema

passou a ser feito, de forma sistematica, em tubos de baixa adsor¢do de proteinas.
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Figura 11 — A lipoproteina Oprl purificada e armazenada em microtubos convencionais de
polipropileno é perdida por adsorcéo a superficie plastica durante o armazenamento.
Armazenaram-se aliquotas idénticas da mesma amostra de Oprl purificada e dialisada contra PBS
em microtubos convencionais de polipropileno (Tubos convencionais) e em microtubos de baixa
adsorcdao de proteinas (Tubos baixa adsor¢do). A figura mostra a analise por SDS-PAGE da
presenca de Oprl nas amostras recuperadas dos tubos de armazenamento ap6s descongelacéo a 50
°C (50 °C) e a presenca de lipoproteina residual depois recuperada dos tubos vazios em condicdes
extremas de solubilizag&o, por adi¢do de uma solucdo desnaturante seguida de aquecimento a 95
°C (95 °C).

2.3.6 A Oprl expressa e purificada a partir de Escherichia coli € uma lipoproteina

triacilada

Com o objectivo de clarificar a composicdo da componente lipidica da lipoproteina
obtida com o novo sistema, analisou-se Oprl expressa e purificada a partir do vector pOLPT7
por espectrometria de massa MALDI-TOF para determinagdo da massa molecular. Procedeu-
se ainda a caracterizacdo dos residuos de acidos gordos por cromatografia gas-liquido seguida
de espectrometria de massa.

Por espectrometria de massa MALDI-TOF, o espectro adquirido em modo positivo
apresentou um unico pico maioritario a m/z 11221, correspondendo a uma massa molecular de
11220 Da (Figura 12a). O pico a m/z 5605 devera corresponder a uma forma de dupla
ionizacdo. No caso de ser acilada com trés residuos de acido palmitico, a lipoproteina
analisada neste ensaio apresentaria uma massa molecular teérica de 11219 Da. O resultado é
portanto compativel com uma forma principal de Oprl triacilada. Ndo se observaram picos
correspondentes a formas mono ou diaciladas da lipoproteina.

A analise dos acidos gordos covalentemente ligados a Oprl, realizada por cromatografia
gas-liquido seguida de espectrometria de massa, corrobora os resultados obtidos por

espectrometria de massa MALDI-TOF. Este método revelou a presenca quer de acidos gordos
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com ligacdo éster quer de &cidos gordos com ligacdo amida e o racio molar entre os dois
grupos foi de 1,9 (Figura 12b). Este resultado sugere a estrutura tipica triacilada das
lipoproteinas de membrana externa de bactérias Gram-negativas. A andlise qualitativa dos
acidos gordos presentes na molécula de Oprl (Figura 12b) mostra que o &cido palmitico € o
principal constituinte da lipoproteina em ambas as posi¢des, representando 46,6% do total de
residuos com ligagdo éster e 82,4% do total de &cidos gordos com ligagdo amida. Para além
de C14:0, foram ainda detectados dois acidos gordos insaturados (C16:1cis-9 e C18:1cis-9) e
dois ciclicos (C17:0 cyclo e C19:0 cyclo).
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Massa (m/z)
(b)
AG ligagao éster (ELFA) AG ligagdo amida (ALFA)  Racio ELFA/ALFA

Moles (total) 7.5x10% 3,9x10%8 1,9
Acidos gordos % de ELFA totais % de ALFA totais
C14:0 2,2 0,0
C16:0 46,6 82,4
C16:1cis-9 3,2 4.4
C17:0 cyclo 25,3 52
C18:1cis-9 131 8,0
C19:0 cyclo 9,6 0,0

Figura 12 - A Oprl expressa e purificada no novo sistema é uma lipoproteina triacilada.

(@) A andlise por espectrometria de massa MALDI-TOF da Oprl expressa a partir do vector
pOLPT7 e purificada por cromatografia de afinidade revela um pico principal correspondente a
uma massa molecular compativel com uma lipoproteina acilada com trés residuos de acido
palmitico. (b) Os acidos gordos com ligacdo éster (ELFA) e os acidos gordos com ligacdo amida
(ALFA) foram trans-esterificados em ésteres metilicos com KOH e HCI em metanol,
respectivamente, e analisados por cromatografia gas-liquido seguida por espectrometria de massa.
Apresenta-se 0 nimero total de moles, o racio molar ELFA/ALFA e as percentagens de cada

residuo em relagdo ao total de acidos gordos de ligacao éster ou amida.
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2.3.7 Antigenios heterologos clonados no sistema podem ser obtidos em trés

formulaces diferentes com potencial distinto para activagdo de PRR

A observacdo de que uma deslipidificagdo incompleta das membranas externas
resultava na solubilizacdo de Oprl ligada a outras proteinas de membrana, provavelmente
através da camada lipidica, levou-nos a explorar o desenvolvimento de protocolos para
obtencdo e caracterizacdo de uma formulacdo imunogénica baseada em fragmentos de
membrana externa (formulagdo OMF). Esses protocolos consistiam na solubilizagéo de
preparacdes de membrana externa utilizando solugdes com diferentes detergentes, seguida de
cromatografia de afinidade em condicGes nativas. De acordo com a hipdtese de solubilizagédo
de Oprl ligada a OMF, por oposi¢do a uma completa extrac¢do da lipoproteina a partir da
membrana, a analise por SDS-PAGE de eluatos de cromatografia assim obtidos demonstra a
presenca de Oprl e dos seus derivados de fusdo conjuntamente com outras proteinas de
membrana (resultados ndo apresentados). A presenca dessas proteinas variou
quantitativamente e qualitativamente em funcdo do tipo de detergente usado, da proporgédo
detergente:proteina total e da solugdo tampdo utilizada (PBS versus Tris-HCI/NaCl).

Nesta fase, realizou-se um rastreio de seis detergentes a 2% (p/v) para avaliar
comparativamente a sua capacidade de solubilizacdo de OMF contendo Oprl a partir de
extractos de membrana externa. Este ensaio indicou serem os detergentes OG, DM e DDM os
mais eficientes nessa solubilizagéo (Figura 13).
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Figura 13 — Os detergentes OG, DM e DDM demonstram maior eficiéncia na solubilizacdo de
fragmentos de membrana contendo Oprl.

Rastreio para identificacdo dos detergentes mais eficientes na solubilizacdo de fragmentos de
membrana contendo Oprl. A imagem mostra as bandas correspondentes a Oprl visualizadas em
SDS-PAGE de eluatos obtidos por cromatografia de afinidade de membranas externas
solubilizadas com seis detergentes diferentes, n-octil-B-D-glucopiranésido (OG), n-decil-p-D-
maltopiranésido (DM), n-dodecil-B-D-maltopiranésido (DDM), CHAPS, FOS-CHOLINE-12
(FOS-COL) e CYMAL-5 (CYMAL).
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Considerando que o OG € um detergente ndo-idnico dialisavel, o que permite a sua
remocao no final do processo de purificagdo, este detergente foi tido como a melhor escolha
para incluir nos protocolos de preparacdo da formulagdo OMF. No entanto, uma vez que
alguns ensaios preliminares de incubacdo de células eucariotas com amostras purificadas de
Oprl obtidas no sistema haviam revelado efeito citotoxico que se admitiu ser devido a
presenca de quantidades residuais do detergente Triton X-100 (ndo dialisavel), entendeu-se
desejavel avaliar se uma eventual citotoxicidade de quantidades residuais do detergente OG
poderia constituir uma limitacdo ao uso deste detergente em ensaios futuros. Para o efeito,
expuseram-se celulas de linha HEK393T a diferentes concentracdes dos dois detergentes,

Triton X-100 e OG, e avaliou-se a viabilidade celular ao fim de 4 h (Figura 14).
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Figura 14 — O detergente OG é mais bem tolerado por células eucariotas do que o detergente
Triton X-100.

A citotoxicidade dos detergentes Triton X-100 e do detergente OG foi avaliada por incubagéo de
celulas HEK393T durante 4 h com concentracdes decrescentes destes detergentes seguida da
determinacgdo da viabilidade celular por método colorimétrico baseado na reducdo de MTS. A
viabilidade celular ¢é directamente proporcional a essa reducéo e foi avaliada por absorvancia a um
comprimento de onda de 492 nm. Apresentam-se médias de duas determina¢Ges com o respectivo

erro padrdo. DMEM, meio de cultura utilizado como controlo negativo.

Os resultados demonstram que ambos os detergentes afectam a viabilidade celular
quando em concentracdes elevadas. Contudo, ao contrario do verificado para o detergente
Triton X-100 em que o efeito citotdxico se verifica mesmo nas concentragcbes mais baixas

testadas, os efeitos deletérios obtidos com OG desaparecem progressivamente com a diluicdo
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do detergente até se obterem valores préximos do controlo a partir de concentracdes de
0,0125% (p/v). Tendo em conta o facto de se tratar de um detergente dialisavel, possibilitando
a sua remogéo ou diluicdo das amostras finais, este resultado reforga a opgéo pelo detergente

OG para uso nos protocolos de obtencédo de OMF.
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Figura 15 - O novo sistema permite a producéo de trés formulages imunogénicas.

(a) Analise por SDS-PAGE de Oprl, fragmentos de membrana externa (OMF) e vesiculas de
membrana externa (OMV). (b) Para testar a capacidade de obter um antigénio heterélogo em fusao
com Oprl, clonou-se a sequéncia codificadora da proteina A104R do virus da peste suina africana
no vector pOLPT7. Uma vez expressa, a proteina de fusdo foi purificada por cromatografia de
afinidade sob condiges desnaturantes e o produto de elui¢do foi analisado por SDS-PAGE. (c)
Anélise por SDS-PAGE e “western blot” de preparacbes de OMF e OMV obtidas a partir de
células expressando a proteina de fusdo Oprl-A104R; QB2 foi usado como anticorpo priméario na

analise por “western blot”. O marcador de massa molecular (M) esta assinalado nos trés geis.
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Com base nos resultados obtidos nesta fase do trabalho e na demonstracdo da
vesiculagdo de membrana externa por Escherichia coli (2.3.4), consideraram-se trés
formulagBes imunogénicas derivadas da membrana externa da bactéria hospedeira que contém
Oprl ou os seus derivados de fusdo: Oprl, OMF, OMV (Figura 15a). O conteudo de LPS e
peptidoglicano em cada formulacdo foi determinado pelos meétodos de LAL e SLP,
respectivamente. O nivel de endotoxina foi de 0,09, 3,06 e 26370,76 EU/ug de proteina para
Oprl, OMF e OMV, respectivamente. O peptidoglicano foi detectado apenas em quantidades
vestigiais em formulacdes de OMV. Estes resultados revelam um potencial distinto das trés
formulagbes para activacdo PRR

Como modelo para demonstracéo da capacidade de clonagem, expressdo e translocacao
de uma proteina de fusdo lipidificada para a membrana externa para obtencdo de antigénios
heter6logos em fusdo com Oprl, clonou-se a sequéncia codificadora da proteina A104R de
VPSA no vector pOLPT7 e o antigénio recombinante foi purificado por cromatografia de
afinidade sob condicdes desnaturantes (Figura 15b). Na Figura 16 apresenta-se a sequéncia
tedrica da proteina de fusdo e na Tabela 3 os dados relativos ao plasmideo recombinante e seu
produto de expressdo. Por fim, as formulagdes OMF e OMV, incorporando a proteina de
fusdo Oprl-A104R, foram preparadas de acordo com 0s mesmos protocolos anteriormente

usados para obtencéo das formulag6es com Oprl sem fuséo (Figura 15c).

1 MASMTGGQOMGRGSNNVLKFSALALAAVLATGCSSHSKETEARLTATEDAAARAQARADE

61 AYRKADEALGAAQKAQQTADEANERALRMQISENSLVISTKKKPTITKQELYSLVAADTQ
121 LNKALIERIFTSQQKIIQNALKHNQEVIIPPGIKFTVVTVKAKPARQGHNPATGEPIQIK

181 AKPEHKAVKIRALKPVHDMLNESNSSSVDKLAAALEHHHHHH-

Figura 16 — Sequéncia aminoacidica teorica da prolipoproteina de fusdo Oprl-A104R codificada
no vector pPOLPT7-Al104R.
Apresenta-se a sequéncia oprl em itélico, a sequéncia de A104R em itélico e cheio, o péptido-sinal

a sublinhado pontilhado e as “tags” T7 e 6xHis a cheio.
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2.4 Discussao

Neste capitulo descreve-se o desenvolvimento e a caracterizagdo de um novo sistema de
clonagem e expressdo baseado na lipoproteina Oprl da membrana externa de Pseudomonas
aeruginosa vocacionado para a producdo de formulages imunogénicas recombinantes com
potencial para activacdo de PRR. Os inconvenientes dos sistemas anteriores baseados em Oprl
sdo ultrapassados e sdo exploradas novas aplica¢fes a luz do conhecimento actual sobre a
forma como a imunidade inata influencia o desenvolvimento de respostas adaptativas.

A instabilidade dos plasmideos recombinantes devida a dificuldade em manter a
expressao reprimida até ao momento da inducdo tem constituido uma das principais
limitacdes a utilizacdo dos sistemas baseados em Oprl. A repressdo da expressdo basal
assume particular relevancia neste tipo de sistemas considerando o interesse na clonagem de
uma grande variedade de antigénios heterdlogos potencialmente téxicos para a célula
hospedeira. Um bom controlo da expressdao € também importante para a capacidade de
expressar proteinas com cadeias aminoacidicas longas, 0 que permite incorporar no
imunogénio um reportério de epitopos mais vasto.

Neste trabalho desenvolveram-se novos vectores e procedimentos baseados numa
geracdo mais recente de sistemas de expressao que permitem uma separacao completa entre
0s passos de clonagem e expressao. A auséncia nas estirpes de ndo-expressao do gene da
RNA polimerase T7, necessaria para 0 reconhecimento dos sinais de transcricdo dos novos
vectores plasmidicos, garante que os produtos recombinantes ndo interferem na viabilidade
das células onde se processam o0s passos de clonagem e manutencdo dos plasmideos
(Rosenberg et al., 1987; Studier & Moffatt, 1986). Evita-se, assim, uma seleccdo negativa de
clones que expressem produtos com algum nivel de toxicidade para a célula hospedeira, como
se observou no passado (Leitdo et al., 2000). Por outro lado, a utilizacdo de estirpes de
expressao com plasmideos que codificam um inibidor da RNA polimerase T7 permite
estender o controlo da expresséo a fase de pré-inducdo (Studier, 1991). Os resultados obtidos
demonstram que, explorando o conjunto destes mecanismos, € possivel manter um apertado
controlo da expressao de Oprl até ao momento da inducéo.

Os novos vectores designados com a letra “M” (pOLM e pOLPM) foram concebidos de
modo que a cisteina N-terminal da sequéncia madura da Oprl fosse codificada imediatamente
apos o coddo de iniciacdo, excluindo, portanto, a regido codificadora do péptido-sinal. A
jusante, a sequéncia € idéntica a dos restantes plasmideos, o que permite a clonagem em
paralelo do mesmo fragmento de DNA em vectores que expressam produtos de fuséo
lipidificados e n&o-lipidificados. E também possivel a transferéncia directa da sequéncia
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heterdloga entre vectores. Os antigénios de fusdo ndo lipidificados assim obtidos constituem
controlos apropriados em ensaios de estimulagéo in vitro ou em protocolos de imunizagé&o.

No conjunto dos vectores obtidos incluem-se ainda plasmideos que acrescentam uma
“tag”-T7 N-terminal, a montante do péptido-sinal da Oprl. De acordo com o conhecimento
actual acerca do processo de maturacdo das lipoproteinas bacterianas, a clivagem do péptido-
sinal pela enzima sinal peptidase Il depende da adicdo da molécula de glicerol (em regra
acilada por dois residuos de &cidos gordos através de ligagdes éster) ao residuo de cisteina
localizado na posigdo 1 da proteina madura, através de uma ligacdo tioéter (Sankaran & Wu,
1994). Assim, a auséncia do péptido-sinal na molécula lipoproteica garante ter ocorrido o
passo fundamental do processo de maturacdo, ou seja, a adicdo do residuo diacilglicerilo. A
localizacdo N-terminal da “tag”-T7 implica a sua remocao aquando da clivagem do péptido
sinal, o que possibilita a avaliacdo do processamento da lipoproteina utilizando um anticorpo
monoclonal anti-“tag”T7 conjuntamente com um anticorpo anti-Oprl especifico da regido
madura, como QB2. Este procedimento pratico evita o uso de &cidos gordos marcados
radioactivamente para a confirmacdo do processo de maturacdo, técnica realizada no passado
(Cornelis et al., 1996), e permite ainda avaliar a contaminacao das preparacGes de membrana
externa com formas citoplasmaticas da lipoproteina.

A observacdo de que a adicdo da “tag”-T7 ndo impede a translocacdo da Oprl através da
membrana interna, que neste tipo de lipoproteinas se processa atraveés da maquinaria de
proteinas Sec (Tokuda, 2009), tem implicagdes no conhecimento sobre o processamento das
lipoproteinas bacterianas. Embora a relacdo entre as caracteristicas das sequéncias dos
péptidos-sinal e o0s mecanismos moleculares que estdo na base do direccionamento e
translocacdo das lipoproteinas através da membrana interna ndo estejam totalmente
esclarecidos, a andlise das sequéncias dos péptidos-sinal de diferentes lipoproteinas permite
identificar motivos comuns que definem a estrutura tipica destes sinais. Os critérios de
programas informaticos que visam identificar lipoproteinas putativas a partir de sequéncias
aminoacidicas assentam nestes motivos. No caso do programa da base de dados de
lipoproteinas bacterianas DOLOP (Madan Babu & Sankaran, 2002) os critérios sao 0sS
seguintes: (1) presenca de aminoacidos carregados positivamente nos residuos iniciais; (2)
presenca de 7 a 22 residuos entre a “lipobox” e o residuo carregado; (3) presenca de uma
“lipobox” que obedeca a sequéncia consenso [LVI]J[ASTVI][ASG][C] nos primeiros 40
residuos a partir da extremidade aminica da prolipoproteina putativa. Na base de dados
PROSITE (Sigrist et al., 2010) a regra usada determina que o residuo de cisteina no local de
clivagem se encontre nos primeiros 35 residuos da extremidade aminica da sequéncia e que

ocorra um residuo de lisina ou arginina entre 0s primeiros 7 aminoacidos. Estes critérios
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reflectem, portanto, as caracteristicas tipicas dos péptidos-sinal das lipoproteinas. A adi¢cdo da
“tag”-T7 a montante do péptido-sinal da Oprl interfere, quer com os critérios que determinam
um namero maximo de residuos entre a extremidade N-terminal e a cisteina no local de
clivagem, quer com os critérios relativos as propriedades da regido N-terminal do péptido-
sinal. Na prolipoproteina com “tag”-T7, a cisteina alvo de modificacdo lipidica encontra-se na
posicdo 33, obedecendo assim, em ambos 0s casos, aos critérios exigidos. No entanto, embora
ocorram dois amino&cidos de carga positiva a montante da regido hidrofébica central, estes
ocorrem nas posicdes 12 e 19. Estas posicdes sdo admitidas pela programa DOLOP, mas néo
0 sdo pelo programa da base de dados PROSITE, gque exige a sua presenca nas primeiras 7
posicdes. E pois relevante sublinhar que, se o algoritmo do programa DOLOP n#o detecta,
como se mencionou na introdugdo deste capitulo, a sequéncia de Oprl como lipoproteina
putativa devido a presenca de um residuo de leucina na posicéo -4 da lipobox, ao invés da
posicdo canonica -3, o programa PROSITE ndo detecta a sequéncia da Oprl com “tag”-T7
como lipoproteina putativa devido a auséncia de aminodcidos com carga positiva nos
primeiros 7 residuos. No entanto, como se demonstrou neste trabalho, a sequéncia de
prolipoproteina que apresenta uma “tag”-T7 N-terminal comporta-se como uma verdadeira
lipoproteina.

A dificuldade técnica na purificacdo de antigénios de fusdo a partir dos extractos de
membrana externa constituia uma importante limitacdo dos anteriores sistemas baseados em
Oprl. Uma das razdes que presidiram a escolha do plasmideo que serviu de base a construcao
dos novos vectores foi a localizagdo C-terminal da cauda de seis histidinas que permitia testar
a possibilidade de purificar a Oprl madura e derivados de fusdo por cromatografia de
afinidade com iGes metalicos. Esta abordagem foi anteriormente experimentada com
resultados promissores (Piedade, 2003) mas o plasmideo obtido ndo era vocacionado para a
clonagem de novos antigénio. Neste como noutros trabalhos (Chen et al., 2009) os autores
propdem a purificacdo da proteina recombinante a partir de lisados celulares totais. Porem, a
purificacdo a partir da membrana externa & desejavel para que se obtenham as formas
maduras de lipoproteina sem contaminagdo com 0s precursores presentes no citoplasma e na
membrana interna. A purificacdo de proteinas ancoradas em membranas celulares apresenta
dificuldades técnicas devido a sua natureza hidrofobica e a dificuldade em extrai-las da matriz
lipidica, mas s6 a forma madura tem capacidade de ligacéo aos receptores TLR.

Os resultados obtidos no decurso dos ensaios de optimizagao dos passos de purificagcdo
mostraram que uma deslipidificacdo incompleta das membranas externas resulta na
solubilizacdo de fragmentos de membrana compostos por mais do que uma proteina, ndo se

verificando portanto a extraccdo completa da lipoproteina e a sua solubilizacéo
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individualizada. Este facto tem como consequéncia a presenca de fragmentos de membrana
ligados a Oprl, ou seus derivados de fusdo, nos eluatos de cromatografia, o que se reflecte na
observacdo em SDS-PAGE de outras proteinas da membrana externa de Escherichia coli co-
purificadas com a lipoproteina. Em regra, a porina OmpF foi das proteinas co-purificadas a
mais visivel, provavelmente por ser uma das mais abundantes da membrana externa de
Escherichia coli (Inokuchi et al., 1982). A observacdo posterior de que um passo de
deslipidificacdo efectiva dos extractos de membrana externa, prévio a separacdo
cromatografica, reduzia significativamente a presenca de proteinas contaminantes nos eluatos
finais, permitiu-nos por fim estabelecer protocolos para obtencdo de Oprl com elevado grau
de pureza, com niveis de contaminacdo por endotoxina meramente vestigiais. Os mesmos
protocolos foram usados com sucesso na purificacdo de antigénios expressos sob a forma de
proteinas de fusdo com a Oprl.

A capacidade de activacdo TLR das lipoproteinas bacterianas e dos seus analogos
sintéticos reside na sua componente lipidica (Hirschfeld et al., 1999) e a capacidades
estimuladora destas moléculas varia consoante o tipo de ligagdo quimica e o comprimento dos
residuos de acidos gordos nelas presentes (Buwitt-Beckmann et al., 2005a; Buwitt-Beckmann
et al., 2005b; Chua et al., 2007; Muller et al., 2004; Spohn et al., 2004). A existéncia de duas
cadeias de &cidos gordos com comprimento superior a oito atomos de carbono é critica para a
adjuvanticidade dos lipopéptidos dependente de TLR (Buwitt-Beckmann et al., 2005b). Pelo
contrério, os lipopéptidos monoacilados com um &cido gordo com ligacdo amida, desprovidos
de residuos com ligacdo éster, apresentam uma capacidade estimuladora fraca (Meng et al.,
2003) ou nula (Ghielmetti et al., 2005a).

Apesar de os estudos recentes que fazem uso de Oprl como imunomodulador
assumirem que a lipoproteina apresenta uma forma triacilada, a Unica caracterizacdo lipidica
de Oprl nativa apresentada até hoje sugere que esta é uma lipoproteina monoacilada (Mizuno
& Kageyama, 1979), e, tanto quanto é do nosso conhecimento, nenhuma caracterizagdo de
Oprl expressa em Escherichia coli foi alguma vez realizada. A analise dos acidos gordos
covalentemente ligados a Oprl expressa no novo sistema e a determinacdo da sua massa
molecular sugerem fortemente a producdo de uma lipoproteina de membrana externa
triacilada. A identidade dos acidos gordos revelou que o acido palmitico € o mais abundante,
principalmente na posi¢cdo amida, o que esta de acordo com o reportado para a lipoproteina de
Braun (Braun & Hantke, 1975; Inouye et al., 1976). Também para a Oprl nativa de
Pseudomonas aeruginosa 0 acido palmitico estd descrito como sendo o mais abundante
(Mizuno & Kageyama, 1979). Curiosamente, ao contrario do que aqui se reporta para a Oprl

expressa em Escherichia coli, Mizuno e Kageyama (1979) ndo detectaram C19:0 cyclo em

90



2.4. Discussao

Oprl nativa de Pseudomonas aeruginosa. A presenca de 4&cidos gordos ciclicos,
particularmente C17:0 e C19:0, esta descrita como sendo caracteristica de Escherichia coli
(Oursel et al., 2007) e, dado que os residuos de acidos gordos das lipoproteinas derivam dos
fosfolipidos de membrana da bactéria (Lai & Wu, 1980; Lai et al., 1980; Magnuson et al.,
1993) é natural que reflictam o perfil lipidico da bactéria de expressao.

Nesta fase do trabalho pretendia-se ainda explorar o novo sistema para a producdo de
diferentes formulagGes imunogénicas tirando partido da ancoragem da componente lipidica da
Oprl @ membrana externa da célula hospedeira. Com base nos resultados obtidos no decurso
do trabalho, consideraram-se, para além da Oprl purificada, duas outras formulacdes, OMF e
OMV. Nas trés formulagGes obtidas o antigénio clonado estd fisicamente ligado aos
componentes derivados da parede celular, que contém ou séo eles proprios ligandos de PRR.
Para além da lipoproteina Oprl, as formulacbes OMF e OMV contém ainda, pelo menos, um
ligando TLR4 (LPS) e, no caso das OMV, vestigios de peptidoglicano, um ligando
TLR2/NOD. Considerando o conhecimento recente, antes referido, acerca da influéncia da
activacdo PRR no processamento e apresentacdo antigénica por APC, estas trés formulagoes
permitem-nos perspectivar diferentes propriedades de modulacdo da resposta imunitéaria.
Através dos protocolos estabelecidos, podem ser obtidas, a partir do mesmo clone, as trés
formulacBes propostas contendo o mesmo antigénio. Assim, uma potencial aplicacdo do
sistema sera a utilizacdo destes imunogénios em estudos de resposta imunitéria,
designadamente no estabelecimento de correlacGes entre niveis de proteccdo e propriedades
da imunidade especifica desencadeada por cada formulacdo em modelos de doencas

infecciosas ou oncolégicas.
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3.1 Introducéo

Os estudos sobre a forma como a activacgdo via TLR2 influencia a resposta imunitaria
especifica, nomeadamente a polarizagdo Th, tém gerado resultados contraditorios, sendo
portanto controversa a utilidade dos respectivos agonistas enquanto adjuvantes vacinais. Se
inicialmente se admitia que a estimulacdo TLR, exercida através de qualquer um dos
receptores, dirigia a resposta num sentido Th1, nos Gltimos anos tém-se somado estudos que
apontam a estimulagdo via TLR2 como indutora de polarizagdo Th2 (Agrawal et al., 2003;
Dillon et al., 2004; Kiura et al., 2006; Pulendran et al., 2001b; Redecke et al., 2004). No
entanto, a possibilidade de influenciar através de estimulacdo TLR2 a diferenciacao de células
Th no sentido de um fendtipo Thl (Brull et al., 2010; Chua et al., 2008; Cote-Sierra et al.,
2002; Ghielmetti et al., 2005b; Huber et al., 2002; Imanishi et al., 2007; Sieling et al., 2003;
Watanabe et al., 2004; Zhu et al., 2004), Th17 (Aliahmadi et al., 2009) ou regulador de Th2
(Akdis et al., 2003; Lombardi et al., 2008; Revets et al., 2005) foi também demonstrada
noutros trabalhos.

Os resultados obtidos em estudos anteriores em que se utilizou Oprl produzida a partir
do vector pVUB3, em fusdo ou co-administrada com antigénios, indicam uma capacidade
adjuvante polarizadora da resposta num sentido Th1 (Cote-Sierra et al., 2002; Piedade, 2003)
ou mitigadora de respostas Th2 exacerbadas previamente estabelecidas (Revets et al., 2005).
Neste Gltimo trabalho é ainda sugerido que a lipoproteina Oprl actua simultaneamente via
TLR2 e TLR4 em contraste com aquilo que tem sido descrito para lipoproteinas bacterianas.
No entanto, a caracterizacdo molecular apresentada no capitulo anterior demonstrou que a
Oprl expressa e purificada no novo sistema é uma lipoproteina triacilada, composta
maioritariamente por acido palmitico, o que corresponde a estrutura tipica das lipoproteinas
bacterianas agonistas dos receptores TLR2/1.

Os ligandos TLR2 e particularmente os lipopéptidos sintéticos tém também sido
apontados como adjuvantes potenciadores de respostas citotoxicas por linfocitos CD8" (Baz et
al., 2008; Chua et al., 2008; Jackson et al., 2004; Khan et al., 2007; Lau et al., 2006). Os
mecanismos que estdo na base desta capacidade ndo estdo totalmente esclarecidos, mas é
provavel que envolvam aspectos de natureza fisica, como a interacgdo da componente lipidica
com as membranas celulares ou a conformacgdo espacial dos imunogénios, para além da
propria activacdo TLR (Andrieu et al., 2000; Burgdorf et al., 2008; Gil-Torregrosa et al.,
2004; Martinon et al., 1992; West et al., 2004). Num estudo realizado a propdsito da
caracterizagdo de respostas LTC do suino face a infeccdo por VPSA, demonstrou-se que 0s

antigénios expressos em fusdo com Oprl séo eficientemente internalizados por macréfagos
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derivados de sangue periférico e que entram na via de processamento que leva a apresentacédo
no contexto de MHC classe | (Leitdo et al., 1998). Esta propriedade permitiu a utilizacdo dos
produtos de fusdo para avaliar o reconhecimento restrito a MHC classe | de epitopos de VPSA
por LTC de suinos sobreviventes a infeccdo com virus de baixa viruléncia (Leitdo et al.,
1998). No entanto, nesse trabalho as preparacdes antigénicas consistiam em extractos de
membranas externas, ndo ficando por isso demonstrada a capacidade de a fusdo com Oprl, por
si sO, induzir respostas LTC. A possibilidade que o sistema agora desenvolvido oferece de
realizar a fusdo de proteinas com um ligando de TLR2 e de purificar as proteinas de fusao por
métodos expeditos poderd ser explorada para obtencdo de moléculas que visem o
esclarecimento das vias de internalizacdo e processamento das lipoproteinas bacterianas.

A estimulacdo de APC induzida por ligandos de um unico TLR resulta, frequentemente,
numa producdo pouco pronunciada de citocinas. A expressao de mediadores como TNF-a, IL-
1B, IL6, cicloxigenase (COX)-2, IL-10, IL-12 e IL-23 é, no entanto, induzida de forma
sinérgica pela activacdo combinada de diferentes receptores (Gautier et al., 2005; Napolitani
et al., 2005). O efeito da sinergia é particularmente expressivo quando se conjugam estimulos
activadores de vias de sinalizacdo dependentes de MyD88 com estimulos activadores de vias
dependentes da molécula adaptadora TRIF (Gautier et al., 2005). Estdo também reportadas
sinergias entre ligandos de TLR e agonistas de outros PRR, como por exemplo receptores
NOD (Gerosa et al., 2008). Uma analise global de transcrigdo génica por “microarray”
mostrou que a sinergia por activacao de diferentes receptores TLR aumenta principalmente a
transcricdo de genes de expressdo tardia (com pico de transcri¢do as 8 h de estimulacéo) e que
0 aumento ocorre apenas para 1% dos transcritos induzidos por estimulacdo através de um
unico receptor (Napolitani et al., 2005). No entanto, entre esses contam-se diversas proteinas
relevantes para a resposta imunitaria. Em funcdo dos ligandos usados, o efeito da sinergia
pode resultar em fendtipos de células dendriticas com propriedades estimuladoras e
polarizadoras de linfocitos T distintas (Bohnenkamp et al., 2007; Gerosa et al., 2008;
Napolitani et al., 2005; Netea et al., 2005; Roses et al., 2008; Watanabe et al., 2004).

A formulacéo obtida no capitulo anterior baseada em fragmentos de membrana externa
(OMF) compreende, pelo menos, um ligando TLR2 e um ligando TLR4. Estudos anteriores
demonstraram que a estimulagdo simultdnea de TLR4 e TLR2 resulta num aumentado
sinérgico da producdo de IL6 e IL-12p70 em células dendriticas derivadas de medula ¢ssea de
ratinho (Mitchell et al., 2010). Foi também descrita a ocorréncia de activacdo sinérgica em
macrofagos por estimulagdo conjunta com lipoproteina bacteriana e LPS (Liang et al., 2005).

Outros componentes da parede bacteriana, incluindo flagelina (Ellis et al., 2010; Mizel &
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Bates, 2010) e algumas porinas (Massari et al., 2002), exercem igualmente activacao via PRR
e poderdo contribuir para o efeito adjuvante desta formulagéo.

O sistema de clonagem aqui proposto permite ainda a obtencdo de OMV da bactéria
hospedeira onde a Oprl e os derivados de fusdo se encontram inseridos. As estruturas
observadas nos sedimentos obtidos a partir do meio de cultura apresentam morfologia e
tamanho semelhantes ao observado noutros trabalhos em que se visualizaram OMV libertadas
de Escherichia coli (Chen et al., 2010; Kesty & Kuehn, 2004). As OMV de bactérias Gram-
negativas, preparadas por diferentes metodologias, tém-se revelado interessantes formulag6es
vacinais, actualmente usadas clinicamente e em modelos experimentais contra doencas
bacterianas (Holst et al., 2009; Keenan et al., 2003; Schild et al., 2009; Schild et al., 2008).
Embora o potencial das OMV para inducdo heter6loga de imunidade esteja ainda pouco
explorado, nos ultimos anos tém sido reportadas algumas estratégias promissoras de
localizacdo de antigénios recombinantes no espaco periplasmico ou na membrana externa de
bactérias Gram-negativas, visando a sua incorporacdo em OMV (Chen et al., 2010; Kesty &
Kuehn, 2004; Schild et al., 2009; Schroeder & Aebischer, 2009). Kesty et al. (2004)
demonstraram a possibilidade de incluir proteinas heter6logas em vesiculas de Escherichia
coli através da expressdo, quer da proteina Ail, uma adesina da membrana externa de Yersinia
enterocolitica, quer de um produto de fusdo entre a sequéncia sinal Tat (do inglés “twin
arginine transporter”) e a proteina verde fluorescente (GFP, do inglés “green fluorescent
protein”). Neste ultimo caso a sequéncia Tat permitiu o transporte de GFP para o periplasma
pelo sistema de transporte Tat e a consequente inclusdo da proteina fluorescente em OMV
libertadas pela bactéria hospedeira. Recentemente, Schroeder e Aebischer (2009)
desenvolveram vectores baseados na proteina AIDA (do inglés “adhesin involved in diffuse
adhesion”) da membrana externa de Escherichia coli para localizar antigénios heterélogos na
superficie de bactérias Gram-negativas e testaram a utilizacdo de OMV recombinantes obtidas
dessa forma para reforco vacinal de imunizacdo com vacinas vivas recombinantes. A
inoculacéo de ratinhos, por via subcutanea, com OMYV preparadas a partir de Escherichia coli
contendo um antigénio de Leishmania em fusdo com AIDA ap0s primovacinagdo por via oral
com Salmonella enterica serovar Typhimurium SL3261 recombinante, modificada para
expressar 0 mesmo antigénio a superficie, resultou num aumento muito marcado dos niveis de
anticorpos especificos para o antigénio heterélogo. O aumento nos anticorpos ocorreu apenas
para este antigénio e verificou-se tanto para IgG1 como para 1gG2a.

Chen et al. (2010) utilizaram uma estratégia baseada na proteina ClyA, uma hemolisina
bacteriana particularmente abundante em OMYV, para ancorar antigénios heterélogos em

vesiculas de Escherichia coli. Utilizando GFP como antigénio modelo, demonstraram a
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capacidade de induzir resposta humoral contra a proteina hibrida com niveis de 1gG
semelhantes aos obtidos por imunizacdo com produto de fusdo ClyA-GFP adsorvido a
hidréxido de aluminio.

Nestes trabalhos ndo foi avaliada a capacidade de induzir respostas citotdxicas
especificas por linfocitos T CD8" contra os antigénios heterologos veiculados nas vesiculas
recombinantes. Contudo, esta possibilidade foi demonstrada em ratinhos inoculados por via
subcutanea e intramuscular com OMV de Neisseria meningitidis conjuntamente com o
antigenio modelo OVA (Durand et al., 2009).

No desenvolvimento do novo sistema de clonagem e expressdo baseado na lipoproteina
Oprl descrito no Capitulo 2 estabeleceram-se protocolos para obtencdo de Oprl e seus
derivados de fusdo sob trés formulacgdes distintas derivadas da parede celular bacteriana. Os
antigenios heterdlogos clonados no sistema e obtidos nestas formulac6es encontram aplicacédo
em estudos de imunizacdo experimental, mas podem igualmente ser Gteis ao estudo dos
mecanismos basicos que governam as interac¢Bes entre imunidade inata e adquirida. Esta
segunda parte do trabalho tem assim como objectivo iniciar o estudo da caracterizacdo das
propriedades imunomoduladoras das trés formulagbes imunogénicas propostas no capitulo
anterior. Pretende-se, numa primeira fase, clonar antigénios modelo para uso nos ensaios de
imunizagdo e estimulacdo aqui desenvolvidos, mas que sirvam também futuras aplicagbes do
sistema. Numa segunda fase, inicia-se uma avalia¢do preliminar das propriedades adjuvantes
das trés formulacgdes, atraves de um ensaio de imunizacdo em modelo murino, e avalia-se, in

vitro, as suas propriedades estimuladoras de células dendriticas.

3.2 Materiais e métodos
3.2.1 Clonagem de sequéncias dos antigénios modelo OVA e EGFP
3.2.1.1 Oligonucledtidos iniciadores para amplificacdo por PCR

Para a clonagem de dois antigénios modelo, OVA e a proteina verde fluorescente
melhorada (EGFP, do inglés “enhanced green fluorescent protein”), utilizaram-se 0s seguintes
oligonucledtidos iniciadores:

OVAUtEcoF 5” ggaattccGGCTCCATCGGCGC 3’

OVAUtXhoR 5’ ccctcgagAGGGGAAACACATCTGCCA 3’

OVApECOF 5’ ggaattccGTGCTGTTGCCTGATGAAGTC 3’

OVApXhoR 5’ ccctcgagGAATGGATGGTCAGCCCTAA 3°

OVApXECcoF 5’ ggaattccGAGCAAGAAAGCAAACCTGTG 3’
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GFP113EcoF 5’ ggaattccGTGAGCAAGGGCGAGGAG 3’

GFP113XhoR 5’ ccctcgagTCCGGACTTGTACAGCTCGT 3°

As modificagdes nas extremidades 5° dos iniciadores estdo em letra minuscula e 0s
locais de restricdo estdo sublinhados. Os nucledtidos a 5° dos locais de restricdo foram
acrescentados para aumentar a eficiéncia da hidrélise. A sintese dos oligonucledtidos foi
realizada por STAB VIDA, Portugal.

3.2.1.2 Clonagem

A amplificacdo de sequéncias de OVA foi feita por PCR a partir de cDNA obtido por
transcrigdo reversa de RNA extraido de oviduto de galinha (Gallus gallus domesticus) em fase
de postura. ApGs o abate, removeu-se o tracto reprodutor e recolheram-se amostras de cerca
de 3 mm x 3 mm da regido do istmo, local onde se encontrava um ovo em formacéo, e da
regido do magno, local onde se encontram as glandulas tubulares secretoras de OVA
(Shepherd et al., 1980). Colocaram-se as amostras numa solugdo composta por igual volume
de PBS e tampéo de ligacdo do “kit” de extraccdo de RNA (“High Pure RNA Isolation Kit”,
Roche). Macerou-se a amostra e agitou-se vigorosamente com auxilio de vortex. Centrifugou-
se a suspensdo a 16000 g durante 1 min e a partir do sobrenadante prosseguiu-se com o
protocolo para extraccdo de RNA de acordo com as instrucdes do fabricante. No final,
procedeu-se a retrotranscri¢do do RNA extraido utilizando o “Ist Strand cDNA Synthesis Kit
for RT-PCR (AMV)” (Roche). Resumidamente, ao RNA purificado adicionaram-se
oligbmeros de desoxitimidina [Oligo-p(dT)] e incubou-se a 65 °C durante 10 min. Arrefeceu-
se a mistura e adicionou-se tampdo de reaccdo, inibidor de RNase, dNTP, ditiotreitol e
transcriptase reversa AMV, de acordo com o protocolo fornecido pelo fabricante. Incubou-se
a 50 °C durante 30 min, procedeu-se a inactivacdo da enzima a 85 °C durante 5 min e
arrefeceu-se a mistura em gelo. As amostras de cDNA assim obtidas foram testadas por PCR
para determinar a presenca da sequéncia de OVA utilizando os pares de iniciadores OVALt e
OVAp. As condicdes de reaccdo foram aquelas descritas em 2.2.3 para PCR com Taq DNA
polimerase, excepto o0 tempo de extensdo que foi de 45 seg. As amostras com resultado
positivo serviram de molde para amplificacdo das sequéncias de OVA a clonar. A sequéncia
de EGFP foi amplificada a partir do plasmideo pIC113. Utilizou-se a enzima
“NZYDNAChange Polymerase” (NZYtech) e as condi¢cdes de PCR descritas em 2.2.3 para
esta enzima, com excepcdo do tempo de extensdo que foi de 45 seg. Os pares de iniciadores
usados foram os seguintes: OVAtEcoF e OVAtXhoR; OVApEcoF e OVApXhoR;
GFP113EcoF e GFP113XhoR; OVApXEcoF e OVAtXhoR.
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No final da reaccdo, purificaram-se os produtos de amplificacdo (“High Pure PCR Cleanup
Micro Kit”, Roche) (ver 2.2.5) e procedeu-se a hidrélise de aproximadamente 0,3 a 1 ug com
as endonucleases EcoRI e Xhol simultaneamente. Paralelamente, preparou-se o vector pOLT7
por hidrélise com as mesmas enzimas, tendo-se procedido a desfosforilacdo das extremidades
por incubacdo com fosfatase alcalina antes da ligacdo entre os fragmentos amplificados e o
vector. Estes procedimentos e a transformacdo de células competentes da estirpe DH5a
decorreram de acordo com 0s protocolos descritos em 2.2.6, 2.2.7, 2.2.8.

3.2.1.3 Rastreio de clones recombinantes

As coldnias de bactérias transformadas durante o processo de clonagem foram
rastreadas por PCR (como descrito em 2.2.9) usando os iniciadores T7REV (ver 2.2.9) e
OprlSegF (5 CTGCGCATGCTGGAAAAAG 3°). Este ultimo hibrida com uma sequéncia
complementar de oprl a montante do local de clonagem multipla e é estendido no sentido
deste. As col6nias correspondentes as amostras com resultados compativeis com uma insercao
correcta do fragmento foram entdo repicadas para meio LB liquido com canamicina, que se
incubou durante 16 h a 37 °C num agitador orbital a 180 r.p.m. Apds esse tempo 0s
plasmideos foram purificados como descrito em 2.2.11 e enviados para sequenciacdo apos
confirmacédo da presenca do inserto por PCR com os oligonucle6tidos utilizados na obtencéo
dos fragmentos a clonar e segundo as condi¢fes antes descritas em 2.2.3. A sequenciacdo de
DNA para confirmacdo da sequéncia dos novos plasmideos recombinantes foi realizada por
STAB VIDA, Portugal, com os iniciadores T7TREV e T7FOR e, por vezes, com o0 iniciador
OprlSeqF.

3.2.2 Expressédo e purificacdo de antigénios de fuséo

Nos procedimentos de manutencdo dos plasmideos utilizou-se a estirpe de Escherichia
coli de ndo-expressédo DH50 e para inducdo de expressdo usou-se a estirpe
Rosetta(DE3)pLysS. As condicdes de cultura foram as descritas em 2.2.10.

A preparacdo das trés formulacbes recombinantes contendo a sequéncia parcial de OVA
codificada pelo vector pOLT7-OVApx, ou seja, Oprl-OVApx, OMF-OVApx e OMV-
OVApx, foi realizada, respectivamente, por cromatografia de afinidade em condicGes
desnaturantes ap0s deslipidificacdo de membranas externas por TCA/acetona, por
cromatografia de afinidade em condigfes nativas com PBS contendo OG e por

ultracentrifugacdo do meio de cultura, como descrito em 2.2.19 e 2.2.14.
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3.2.3 Electroforese em gel de poliacrilamida/SDS e “western blot”

A andlise das amostras proteicas por SDS-PAGE e por “western blot” realizaram-se
como descrito no capitulo anterior em 2.2.21, 2.2.22 e 2.2.24.

3.2.4 Quantificacdo de proteina, LPS e peptidoglicano

As quantificagbes de proteina, LPS e peptidoglicano nas formulag¢fes recombinantes
realizaram-se pelos métodos de BCA, LAL e SLP, respectivamente, como descrito em 2.2.27,
2.2.28e2.2.29.

3.25 Imunizagdo

Nos ensaios de imunizacdo utilizaram-se ratinhos C57BL/6, machos, com 6 a 8
semanas, mantidos com luz e temperatura controladas e com alimento e agua ad libitum, e
manipulados de acordo com as normas nacionais e europeias de bem-estar animal. No ensaio
preliminar para determinacgdo de doses inocularam-se 0s animais por via subcutanea na regiéo
dorsal inter-escapular com PBS (controlo, 1 animal), OVA nativa (“Albumin from chicken
egg white, Grade VII”, Sigma) (6 pg, 2 animais), Oprl-OVApx e OMF-OVApx (0,06 pug, 0,6
ug e 6 pg de cada formulacdo, 2 animais por grupo), OMV-OVApx (0,6 ng, 6 ug e 60 pg de
cada formulacdo, 2 animais por grupo) num volume de 140 uL de PBS. Realizaram-se duas
inoculagbes com um intervalo de 10 dias e colheram-se amostras de sangue, por puncéo da
veia da cauda, antes de cada inoculacdo e 7 dias ap0s a segunda inoculacao.

No ensaio subsequente, os animais foram inoculados aos dias 0, 15 e 29 pela mesma via
com PBS (controlo, 250 pL, 2 animais), OVA nativa, Oprl-OVApx, OMF-OVApx, OMV-
OVApX (5 pg em 250 uL de PBS de cada formulagéo, 3 animais por grupo) e foram abatidos
ao dia 36. Colheram-se amostras de sangue antes de cada inoculacéo e ainda no dia 22 (7 dias
apos a segunda inoculagdo) e no dia 36 (momento do abate, 7 dias ap0s a terceira inoculacédo).
Neste ultimo dia, apds o sacrificio dos animais, colheram-se também os bacos para pesquisa
de linfocitos CD8" especificos para OVA (ver ponto 3.2.7).

Para obtencdo do soro, as amostras de sangue foram deixadas a coagular a temperatura
ambiente e colocadas posteriormente a 4 °C durante 16 h para retraccdo do coagulo. O soro
foi entdo transferido para novos tubos e clarificado a 2700 g, durante 10 min a 4 °C e, no
final, armazenado a -20 °C.
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3.2.6 Determinacao de niveis de 1gG anti-OVA em soro de ratinho

Os niveis de anticorpos anti-OVA em soros de ratinhos imunizados foram determinados
por ELISA (do inglés “enzyme-linked immunosorbent assay”). Revestiram-se 0s pocos de
microplacas (MaxiSorp, Nunc) com 50 pL de solucdo de OVA nativa (“Albumin from
chicken egg white; Grade VII”, Sigma) a 10 ug/mL em PBS, durante a noite a temperatura
ambiente. Apos trés lavagens com 300 pL de solucdo de lavagem [PBS com Tween-20 a
0,05% (v/v)] por poco, adicionaram-se 150 uL de tampdo de blogqueio [PBS com BSA a 1%
(p/Vv)] e incubou-se durante 1 h a temperatura ambiente. Apds trés lavagens adicionaram-se as
amostras de soro diluidas (1:50 ou 1:100) em tampédo de diluicdo (PBS com Tween-20 a
0,05% e BSA a 0,1%) num volume de 50 pL por pogo e incubou-se durante 1 h a temperatura
ambiente. Apds trés lavagens, adicionou-se a cada pogo 50 uLL de um dos seguintes anticorpos
de cabra anti-ratinho conjugados com HRP: anti-lgG (especifico da por¢cdo Fc) a 1:10000
(A2554, Sigma); anti-lgG1 (STAR132P, AbdSerotec) a 1:5000; anti-lgG2a (STAR133P,
AbdSerotec) a 1:625; anti-lgG2b (STAR134P, AbdSerotec) a 1:625; anti-lgG3 (STAR136P,
AbdSerotec) a 1:625. A diluicdo do anticorpo secundario anti-lgGl e anti-lgG2a foi
determinada com base num ensaio preliminar utilizando quantidades conhecidas de
imunoglobulina alvo de forma a obter valores de D.O. idénticos para quantidades iguais. Apos
incubacdo com os anticorpos secundarios, a temperatura ambiente durante 1 h, realizaram-se
mais trés lavagens e adicionaram-se 50 puL do substrato ABTS [&cido 2,2'-azino-bis(3-
etilbenzotiazolina-6-sulfénico), do inglés “2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic
acid”)] por pogo. O desenvolvimento de cor foi determinado por leitura em espectrofotometro
a um comprimento de onda de 405 nm durante 45 min com aproximadamente 5 min de
intervalo. Realizaram-se também leituras a 650 nm cujos valores se subtrairam aqueles lidos a

405 nm de forma a corrigir variacdes originadas por imperfeices Opticas das placas.

3.2.7 Deteccdo de linfécitos CD8" especificos de OV Azs7.264 (€pitopo SIINFEKL)

A deteccdo de linfocitos CD8" especificos de OVAzs7.064 (epitopo SIINFEKL) nos
esplendcitos dos animais imunizados foi realizada por marcacdo com pentdmeros de
moléculas MHC classe I. Nesta técnica sdo usadas estruturas compostas por cinco moléculas
MHC classe |1 do haplotipo correspondente ao dos animais imunizados (neste caso, H-2K")
ligadas a um epitopo MHC classe | (neste caso, o epitopo SIINFEKL de OVA,
imunodominante em ratinhos do haplotipo H-2K") conjugadas com um fluorocromo.

Paralelamente, as células sdo marcadas com um anticorpo anti-CD8 conjugado com
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fluorocromo distinto, pretendendo-se, desta forma, detectar por citometria de fluxo linfécitos
CD8" que possuam TCR com afinidade para o complexo MHC classe | - péptido.

Ap0s o sacrificio dos animais, retirou-se o baco para placa de Petri colocada sobre gelo
e adicionou-se 5 mL de meio RPMI (do inglés “Roswell Park Memorial Institute”) completo
[RPMI 1640 com L-glutamina 2 mM (Gibco), SFB a 10% (v/v), HEPES 20 mM, piruvato de
sodio 1 mM, B-mercaptoetanol 50 uM, penicilina a 100 UI/mL e estreptomicina a 100
pug/mL]. Com a ajuda de rede de nylon e émbolo de seringa, desintegrou-se o parénquima do
0rgdo e homogeneizou-se a suspensdo por pipetagem suave. Transferiu-se a suspensdo para
tubo de centrifuga e centrifugou-se a 300 g, durante 5 min. Descartou-se o sobrenadante e
ressuspendeu-se o sedimento em 3 mL de solucdo de lise de eritrécitos (NH4Cl 0,155 M,
KHCO3; 10 mM, EDTA 0,1 mM). Apos incubacdo durante 3 min & temperatura ambiente no
escuro, centrifugou-se novamente nas mesmas condicGes e ressuspendeu-se em 3 mL de
RPMI completo. Procedeu-se a contagem e determinacédo da viabilidade celular por coloracéo
com azul tripano e retirou-se uma aliquota correspondente a 2 x 10’ células para novo tubo.
Centrifugou-se a 300 g, durante 5 min, descartou-se 0 sobrenadante na totalidade e
ressuspendeu-se o sedimento em 180 uL de PBS com BSA a 0,5% (p/v) e EDTA 2 mM
(solucdo MACS). Para deplecao de linfocitos B por separacdo celular magnética (MACS, do
inglés “magnetic-activated cell sorting”, Miltenyi Biotec) adicionaram-se 20 uL de
nanoparticulas magnéticas conjugadas com anticorpo anti-CD19, misturou-se e incubou-se
durante 15 min a 4 °C. Lavaram-se as células por adicdo de 1,5 mL de solu¢cdo MACS e
centrifugacdo a 300 g durante 5 min. Aspirou-se o sobrenadante na totalidade e
ressuspenderam-se as células em 500 uL de solucdo MACS. Prosseguiu-se com a separacao,
utilizando colunas LS e suporte MidiMACS (Miltenyi Biotec). Apds equilibrio da coluna,
aplicou-se a amostra e recolheu-se o efluente. Para a recuperacdo dos esplendcitos depletados
de células CD19", adicionaram-se mais 3 mL de solu¢io MACS a coluna, que se colheram e
adicionaram ao efluente anterior. Centrifugou-se a amostra a 300 g, durante 5 min,
ressuspendeu-se o sedimento em 1 mL de PBS contendo azida de sddio a 0,1% (p/v) e BSA a
0,1% (p/v) (solucdo FACS) e procedeu-se & contagem das células como anteriormente.
Transferiu-se uma aliquota de 2 x 10° células para microtubo e lavou-se adicionando 1 mL de
solugdo FACS e centrifugando nas mesmas condi¢des atras descritas. Removeu-se 0
sobrenadante e apos ressuspensédo das células em 50 pL procedeu-se a marcacéo por adicdo de
10 puL de pentdmero de moléculas MHC classe | H-2K"/SIINFEKL conjugado com R-
ficoeritrina (R-PE, do inglés “R-phycoerythrin”). Misturou-se e incubou-se a temperatura
ambiente durante 10 min no escuro. Para remocdo dos pentdmeros que permanecessem livres,

adicionou-se 1,7 mL de solugdo FACS e centrifugou-se a 400 g durante 5 min. Descartou-se 0
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sobrenadante e ao volume residual adicionou-se 1 pL de anticorpo de rato anti-CD8 de
ratinho marcado com isotiocianato de fluoresceina (FITC, do inglés “fluorescein
isothiocyanate™) (clone KT15, Proimmune) e 2,5 uL de anticorpo de rato anti-CD19 de
ratinho marcado com ficoeritrina-cianina 5 (PE-Cy5, do inglés “phycoerythrin-cyanine 5”)
(clone 6D5, Proimmune). Incubou-se durante 20 min em gelo no escuro, ap0s 0 que se
procedeu a duas lavagens com 1,7 mL de solugdo FACS, como anteriormente descrito.
Aspirou-se 0 sobrenadante na totalidade e ressuspendeu-se em 50 pL de solucdo de FACS a
que se juntou 400 pL de solucdo de fixacdo [PBS com SFB a 1% (v/v) e formaldeido a 2,5%
(v/V)]. Por fim, misturou-se com auxilio de vortex e armazenou-se a 4 °C até andlise por
citometria de fluxo. A analise foi efectuada em citometro FACScalibur (Becton Dickinson,
Palo Alto).

3.2.8 Diferenciacdo e cultura de ceélulas dendriticas derivadas da medula dssea de

ratinho

A diferenciacdo de células dendriticas de ratinho foi realizada a partir de celulas da
medula 6ssea obtidas a partir de fémures e tibias de ratinhos CD1 com 6 semanas. Apds
remocdo do tecido muscular, submergiram-se os 0ssos em etanol a 70% (v/v) durante 3 min e
lavaram-se com PBS. Em placas de Petri colocadas em gelo, cortaram-se as extremidades dos
0ss0s e removeram-se as células da medula por lavagem com RPMI completo com auxilio de
seringa e agulha de 25 gauge. Dispersaram-se as células por pipetagem sucessiva e
transferiram-se para tubo de centrifuga de 15 mL. Apds sedimentacdo dos detritos 6sseos e
musculares decantou-se a suspenséo celular para novo tubo e centrifugou-se a 300 g durante
10 min a 4 °C. Ressuspendeu-se o sedimento em 5 mL de RPMI completo, procedeu-se a
contagem e avaliacdo de viabilidade celular por coloragdo com corante vital de azul tripano,
ajustou-se a concentragdo a 2 x 10° células/mL e adicionou-se GM-CSF (do inglés
“granulocyte-macrophage colony-stimulating factor”) (Peprotech) para uma concentracdo
final de 20 ng/mL. Distribuiu-se a suspensdo celular por placas de Petri de 100 mm de
diametro (10 mL por placa) e incubou-se a 37 °C em estufa de CO,. Ao dia 3 adicionou-se 10
mL de RPMI completo com GM-CSF (20 ng/mL). Aos dias 6 e 8 substituiu-se 10 mL de
meio de cultura, colhendo e centrifugando (300 g, 8 min) 10 mL de meio e ressuspendendo o
sedimento em meio fresco com GM-CSF. Ao dia 10 colheram-se as células ndo-aderentes e
sedimentaram-se a 300 g durante 5 min a 4 °C. Ressuspendeu-se 0 sedimento em RPMI
completo, ajustou-se a concentracdo a 0,5 x 10° células/mL e distribuiu-se em microplacas de

24 ou 96 pocos.
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3.2.9 Estimulacao in vitro de células dendriticas

Para a estimulacdo in vitro de células dendriticas derivadas de medula 6ssea de ratinho
utilizaram-se as trés formulagdes base, Oprl, OMF e OMV, obtidas de acordo com o0s
protocolos descritos no capitulo anterior. Como controlo positivo utilizou-se LPS (Sigma) e
como inibidor do efeito do LPS utilizou-se polimixina B (Sigma) a 15 pg/mL.

As células obtidas como se descreve no ponto anterior e semeadas em placas de 24 ou
96 pocos a uma concentragdo de 0,5 x 10° células/mL em 1 mL ou 100 pL, respectivamente,
foram estimuladas com as formulaces ou reagentes atras descritos durante 24 h a 37 °C em
estufa de CO,. Ao fim desse tempo, colheram-se os sobrenadantes que se clarificaram por

centrifugacdo e armazenaram a -80 °C até posterior utilizacéo.

3.2.10 ELISA para deteccéo de citocinas em sobrenadantes de culturas estimuladas

A deteccdo de citocinas em sobrenadantes de culturas de células dendriticas estimuladas
in vitro foi realizada por ELISA (“Elisa development kits”, Peprotech EC) de acordo com as
instrucGes do fabricante, com ligeiras alteracfes. Diluiram-se os respectivos anticorpos de
captura em PBS para uma concentracdo de 1 ug/mL e adicionaram-se 50 pL a cada pogo de
placas de ELISA de 96 poc¢os (MaxiSorp, Nunc) que se incubaram durante a noite a
temperatura ambiente. Lavaram-se 0s pocos 3 vezes com 300 uL de tampéo de lavagem [PBS
com Tween-20 a 0,05% (v/v)] por poco, adicionaram-se 150 uL de tampé&o de bloqueio [PBS
com BSA a 1% (p/v)] e deixou-se a bloquear durante pelo menos 1 h a temperatura ambiente.
Apos trés lavagens com tampéo de lavagem, adicionaram-se 50 pL de diluigdes seriadas da
citocina padrdo e das amostras e incubou-se durante 2 h a temperatura ambiente. Lavaram-se
novamente 0s pocos trés vezes com tampao de lavagem, adicionaram-se 50 uL do anticorpo
de deteccdo na concentracdo indicada pelo fabricante e incubou-se durante 2 h a temperatura
ambiente. Apds trés lavagens realizadas como descrito anteriormente, adicionaram-se 50 puL
do conjugado avidina-HRP, na concentracdo indicada, e incubou-se durante 30 min a
temperatura ambiente. Por fim, apds trés novas lavagens, adicionou-se o substrato ABTS e
incubou-se a temperatura ambiente avaliando-se periodicamente o desenvolvimento de cor
por espectrofotometria a 405 nm e corrigindo o valor das leituras por subtraccdo daquelas
obtidas a 650 nm.
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3.2.11 Imunodeteccdo de um painel de mediadores de resposta imunitaria em

membrana de nitrocelulose (“array”)

A determinacdo do perfil de activacdo de células dendriticas em resposta a cada uma
das trés formulacdes foi realizada por “array” em membrana de nitrocelulose (“Proteome
Profiler Antibody Array, Mouse Cytokine Array Panel A, ARY006”, R&D). Nesta técnica
sdo utilizadas membranas em que foram depositados, em duplicado, anticorpos de captura
para 40 mediadores de resposta imunitaria. As amostras sdo incubadas com uma mistura de
anticorpos de deteccdo biotinilados e aplicadas de seguida sobre as membranas. Apos a
lavagem dos complexos ndo ligados a deteccdo é feita por quimioluminescéncia depois de
adicionada estreptavidina-HRP. O sinal é entdo registado em pelicula de auto-radiografia.

Resumidamente, prepararam-se as amostras adicionando as solucGes de diluicdo
fornecidas pelo fabricante 100 puL de uma mistura de sobrenadantes de estimulagdo de
culturas de células dendriticas de 5 ratinhos (20 uL de cada sobrenadante). Adicionou-se a
cada amostra 15 uL. da mistura de anticorpos de detec¢do fornecida no “kit” e incubou-se a
temperatura ambiente durante 1 h. Findo esse tempo, aplicaram-se as misturas sobre as
membranas previamente bloqueadas durante 1 h a temperatura ambiente em 2 mL da solucao
de bloqueio. Apos incubacdo a 4 °C durante 16 h, as membranas foram lavadas 3 vezes
durante 10 min com 20 mL de tampéo de lavagem. Cobriram-se entdo com 1,5 mL de uma
solucdo com estreptavidina-HRP diluida nas condic6es indicadas e incubou-se durante 30 min
a temperatura ambiente. ApOs trés lavagens com idéntica solucdo, incubaram-se as
membranas com substrato quimioluminescente e detectou-se o sinal com filme “Amersham
Hyperfilm ECL film” (GE Healthcare). No registo dos resultados utilizaram-se,
sequencialmente, dois substratos de quimioluminescéncia, “Pico” e “Femto”, com niveis
distintos de deteccdo (“SuperSignal Chemiluminescent Substrates”, Pierce) e variou-se 0
tempo de exposicdo de forma a explorar a sensibilidade do sistema. As peliculas foram
digitalizadas em modo de transmissdo e as densidades de pixeis de cada duplicado e do fundo
foram determinadas recorrendo ao programa informatico “ImageJ” (Abramoff et al., 2004).
Ap0s subtrac¢do do valor de fundo de cada membrana, normalizaram-se os valores de cada
citocina/quimiocina em relacdo aos valores médios obtidos para os controlos positivos de

cada membrana.
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3.3 Resultados
3.3.1 Clonagem, obtencéo e caracterizacdo de OVA e EGFP
3.3.1.1 Clonagem de sequéncias de OVA e EGFP em pOLT7

Com o0 objectivo de obter ferramentas moleculares a serem usadas em ensaios de
caracterizagdo das propriedades imunomoduladoras das diferentes formulagdes obtidas com o
novo sistema, clonaram-se sequéncias de dois antigénios modelo, OVA e EGFP, no vector
pOLT7. Em ambos os casos desenharam-se iniciadores para amplificacdo por PCR da
sequéncia codificadora completa das proteinas, excluindo os coddes de iniciacdo e
terminacdo. Modificaram-se as extremidades 5’ dos iniciadores esquerdos e direitos para que
contivessem, respectivamente, locais de restricdo EcoRI e Xhol (iniciadores OVAtEcoF,
OVAtXhoR, GFP113EcoF, GFP113XhoR), pretendendo, desta forma, inserir as sequéncias
heter6logas no LCM de pOLT7. Desenharam-se ainda os iniciadores OVApEcoF e
OVApXhoR para amplificar uma sequéncia parcial de OVA, a que se designou OVAp, que
incluiria as sequéncias codificadoras dos epitopos dominantes MHC classe | e classe Il no
haplotipo H2-K® de ratinho (estirpe C57BL/6). As sequéncias de OVA foram amplificadas
por RT-PCR directamente a partir de RNA extraido de fragmentos de oviduto colhidos de
uma galinha em fase de postura e a sequéncia de EGFP foi amplificada a partir do plasmideo
pIC113.

Para confirmar a presenca da sequéncia correspondente a OVA nas diferentes amostras
de tecido colhidas do oviduto, procedeu-se a amplificacdo por PCR do cDNA, apds
retrotranscricdo do RNA extraido, utilizando os pares de iniciadores OVAtEcoF/OVAtXhoR
OVApEcoF/OVApXhoR. A amplificagdo ndo ocorreu a partir das amostras colhidas da regido
do istmo mas sim do magno (Figura 17), regido maioritariamente composta pelas glandulas
tubulares que segregam OVA (Shepherd et al., 1980). A amostra colhida de uma zona do
magno proxima do infundibulo (Magno 3, na Figura 17) originou amplificacdo especifica
apenas com os iniciadores OVAp e com menor expressdao do que as amostras colhidas na
regido mais central (Figura 17). Com base nos resultados obtidos optou-se por utilizar a
amostra de cDNA correspondente a amostra colhida da regido do magno mais proxima do
istmo (Magno 1, Figura 17) como molde da amplificacdo para a clonagem de sequéncias de
OVA. Utilizando enzima DNA polimerase com actividade de edigdo obtiveram-se entdo os
fragmentos OVAt e OVAp a partir daquela amostra de cDNA e o fragmento de EGFP a partir
do plasmideo pIC113 (Figura 18a). Apoés ligacdo dos fragmentos de DNA com o vector
pOLT7 linearizado em EcoRI-Xhol e transformacdo de células competentes Escherichia coli

DH5a, realizou-se o rastreio dos clones por “colony PCR” utilizando os iniciadores T7TREV e
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OprlSeqgF (Figura 18b). Extrairam-se os plasmideos dos clones positivos e confirmou-se a

presenca do inserto por PCR (Figura 18c).

Istmo Magno
M 19 2 8 1 2 3

< 1294 pb
OVAt

BB C!

OVAp

Figura 17 — As reac¢bes de PCR com os iniciadores OVAt e OVAp originaram amplificacdo
especifica a partir do cDNA de amostras colhidas da regido do magno do oviduto de uma galinha
em fase de postura.

A confirmagdo da presenca da sequéncia correspondente a OVA nas amostras de cDNA obtidas
das diferentes amostras de tecido colhidas do oviduto de uma galinha em fase de postura foi
realizada por PCR, utilizando os pares de iniciadores OVAt (metade superior do gel) e OVAp
(metade inferior do gel). N&o se observou amplificagéo especifica (1294 pb ou 504 pb no caso dos
iniciadores OVAt e OVAp, respectivamente) das amostras colhidas da regido do istmo (Istmo 1, 2,
3), mas esta ocorreu a partir de duas (iniciadores OVALt) ou trés (iniciadores OVAp) amostras
colhidas da regido do magno (Magno 1, 2, 3). O marcador de massa molecular utilizado foi o

“HyperLadder II”’, Bioline, e esta assinalado por M.
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(b)

OVAt OVAp EGFP OVApx

M1234M1234 M1 2 3 4 M 1 2 3 4

(c) OVAt  OVAp
M1 23 1 2 3

Figura 18 — Analise em géis de agarose a 2% (p/v) dos produtos de amplificacdo originados por
PCR nos diferentes passos de clonagem para obtencdo dos plasmideos pOLT7-OVAt, pOLT7-
OVAp, pOLT7-EGFP e pOLT7-OVApX.

(a) ReaccOes de PCR realizadas com o intuito de obter os fragmentos de sequéncias nucleotidicas
de OVA e EGFP a clonar em pOLT?7 utilizando os pares de iniciadores OVAtEcoF e OVAtXhoR,
OVApEcoF e OVApXhoR, EGFPEcoF e EGFPtXhoR, OVApxEcoF e OVAtXhoR. Os produtos
de amplificacdo serviram para a constru¢do de pOLT7-OVAL, pOLT7-OVAp, pOLT7-EGFP e
pOLT7-OVApx, respectivamente. (b) A identificagdo de plasmideos recombinantes foi realizada
por “colony PCR” com os iniciadores OprISEQF e T7REV. Mostra-se, como exemplo, o resultado
observado para 4 colonias de cada clonagem, em que 3 revelam amplificacdo compativel com uma
clonagem correcta. (c) Antes de avaliar, por sequenciacgdo, a construgdo correcta dos plasmideos,
confirmou-se a presencga dos insertos nos plasmideos recombinantes por amplificacdo por PCR
com 0s mesmos iniciadores usados na obtencdo dos fragmentos a clonar. Nas figuras, OVA,
OVAp, EGFP e OVApx indicam as reacgOes correspondentes a construcdo dos plasmideos
pOLT7-OVAL, pOLT7-OVAp, pOLT7-EGFP e pOLT7-OVApX, respectivamente, e as setas
indicam o tamanho esperado dos fragmentos de amplificacdo especifica em cada uma das

reaccdes. O marcador de massa molecular “HyperLadder II”, Bioline, esta assinalado por M.
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Os plasmideos recombinantes obtidos foram sequenciados, tendo-se confirmado a
clonagem das trés sequéncias na correcta grelha de leitura e a auséncia de erros. As
sequéncias aminoacidicas deduzidas das sequéncias nucleotidicas obtidas por sequenciacdo
sdo apresentadas nas Figuras 19, 20 e 21. Indicam-se a sublinhado os epitopos de OVA
dominantes em MHC classe I, SIINFEKL, e classe Il, ISQAVHAAHAEINEAGR, em
ratinhos do haplotipo H-2K" (e.g. estirpe C57BL/6), e 0 epitopo de EGFP, HYLSTQSAL,
dominante em MHC classe | em ratinhos do haplotipo H-2K? (e.g. estirpe BALB/c)

(Gambotto et al., 2000).

61

121

181

241

301

361

421

481

Figura 19 — Sequéncia aminoacidica teorica da prolipoproteina de fusdo Oprl-OVAt codificada no

MASMTGGQQOMGRGSNNVLKFSALALAAVLATGCSSHSKETEARLTATEDAAARAQARADE

AYRKADEALGAAQKAQQTADEANERALRMLEKASRKDPNSGSIGAASMEFCFDVFKELKV

HHANENIFYCPIAIMSALAMVYLGAKDSTRTQINKVVRFDKLPGFGDSIEAQCGTSVNVH

SSLRDILNQITKPNDVYSFSLASRLYAEERYPILPEYLQCVKELYRGGLEPINFQTAADQ

ARELINSWVESQXNGIIRNVLQPSSVDSQTAXVLVNAIVFKGLWEKAFKDEDTQAMPFRV

TEQESKPVQOMMYQIGLFRVASMASERMKILELPFASGTMSMLVLLPDEVSGLEQLESIIN

FEKLTEWTSSNVMEERKIKVYFPRMKMEEKYNLTSVLMAMGITDVFSSSANLSGISSAES

LKISQAVHAAHAEINEAGREVVGSAEAGVDAASVSEEFRADHPFLFCIKHIATNAVLFFG

RCVSPLEHHHHHH-

vector pOLT7-OVAL.

Apresenta-se a sequéncia oprl em itélico, a sequéncia de OVA em italico e cheio, 0 péptido-sinal a
sublinhado pontilhado e as “tags” T7 e 6xHis a cheio. Indicam-se a sublinhado os epitopos de
OVA, SIINFEKL e ISQAVHAAHAEINEAGR, dominantes em MHC classe | e classe I,

respectivamente, em ratinhos do haplotipo H-2K" (e.g. estirpe C57BL/6).
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1 MASMTGGQQOMGRGSNNVLKFSALALAAVLATGCSSHSKETEARLTATEDAAARAQARADE
61 AYRKADEALGAAQKAQQTADEANERALRMLEKASRKDPNSVLLPDEVSGLEQLESIINFE

121 KLTEWTSSNVMEERKIKVYFPRMKMEEKYNLTSVLMAMGITDVFSSSANLSGISSAESLK

181 ISQAVHAAHAEINEAGREVVGSAEAGVDAASVSEEFRADHPFLEHHHHHH-

Figura 20 — Sequéncia aminoacidica teorica da prolipoproteina de fusdo Oprl-OVAp codificada no
vector pOLT7-OVAp.

As diferentes regides estdo assinaladas de forma idéntica ao apresentado na Figura 19.

1 MASMTGGQOMGRGSNNVLKFSALALAAVLATGCSSHSKETEARLTATEDAAARAQARADE

61 AYRKADEALGAAQKAQQTADEANERALRMLEKASRKDPNSVSKGEELFTGVVPILVELDG
121 DVNGHKFSVSGEGEGDATYGKLTLKFICTTGKLPVPWPTLVTTLTYGVQCFSRYPDHMKQ
181 HDFFKSAMPEGYVQERTIFFKDDGNYKTRAEVKFEGDTLVNRIELKGIDFKEDGNILGHK
241 LEYNYNSHNVYIMADKQKNGIKVNFKIRHNIEDGSVQLADHYQONTPIGDGPVLLPDNHY

301 LSTQSALSKDPNEKRDHMVLLEFVTAAGITLGMDELYKSGLEHHHHHH-

Figura 21 — Sequéncia aminoacidica teérica da prolipoproteina de fusdo Oprl-EGFP codificada no
vector pOLT7-EGFP.

A regido correspondente a EGFP esta grafada em itélico e cheio e o epitopo de EGFP
(HYLSTQSAL) dominante em MHC classe | em ratinhos do haplotipo H-2K® (e.g. estirpe
BALBI/c) encontra-se sublinhado. As restantes regiGes estdo assinaladas de forma idéntica ao

apresentado na Figura 19.

Nesta fase, tendo em vista 0s ensaios de caracterizacdo das propriedades adjuvantes das
formulagBes imunogénicas propostas no presente trabalho, pretendia-se prosseguir com a
expressao da sequéncia parcial de OVA, OVAp, em detrimento da sequéncia completa OVAL,
por se prever que, em virtude do seu menor tamanho, aquela seria expressa e purificada com
maior facilidade. A sequéncia continha os dois epitopos de OVA restritos a MHC classe 1 e Il
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dominantes na estirpe de ratinhos a ser usada nos ensaios de imunizacao fazendo-nos admitir
que seria suficiente para o desencadeamento de resposta especifica anti-OVA. Contudo, foi
publicado nessa altura um trabalho em que se demonstrava a necessidade de as regides
flanqueadoras dos epitopos MHC classe | possuirem um tamanho minimo, entdo determinado,
de modo a garantir a sua eficiente apresentacao cruzada (Ma et al., 2009). Para prevenir uma
possivel diminuicdo da apresentacdo antigénica cruzada nos ensaios in vivo, decidiu-se, entdo,
clonar nova sequéncia parcial de OVA, na qual se incluiriam regides flanqueadoras dos
epitopos dominantes de maior extensao, tendo por base os resultados do referido estudo.
Desenhou-se novo iniciador esquerdo (OVApxXEcoF) que se conjugou com o iniciador
direito OVAtXhoR para amplificar a nova sequéncia parcial de OVA, designada OVApX, a
partir de cDNA de oviduto de galinha e de forma a clona-la em pOLT7 em EcoRI-Xhol. A
amplificacdo originou um produto do tamanho esperado (Figura 18a) e, apds ligacdo com o
vector e transformacéo de células competentes, detectaram-se diversas col6nias positivas num
primeiro rastreio (Figura 18b). Por PCR confirmou-se a presenca do inserto em 3 plasmideos
extraidos dessas coldnias (Figura 18c) e a sequenciacdo demonstrou a obtencdo do plasmideo
pOLT7-OVApX. A sequéncia aminoacidica tedrica do produto expresso por este plasmideo
inclui 55 residuos de aminoacidos de OVA a montante do epitopo SIINFEKL e estende-se até

ao final da sequéncia de OVA (Figura 22).

1 MASMTGGQQMGRGSNNVLKFSALALAAVLATGCSSHSKETEARLTATEDAAARAQARADE
61 AYRKADEALGAAQKAQQTADEANERALRMIEKASRKDPNSEQESKPVQMMYQIGLFRVAS

121 MASERMKILELPFASGTMSMLVLLPDEVSGLEQLESIINFEKLTEWTSSNVMEERKIKVY

181 LPRMRMEEKYNLTSVLMAMGITDVFSSSANLSGISSAESLKISQAVHAAHAEINEAGREV

241 VGSAEAGVDAASVSEEFRADHPFLFCIKHIATNAVLFFGRCVSPLEHHHHHH-
Figura 22 — Sequéncia aminoacidica tedrica da prolipoproteina de fusdo Oprl-OVApx codificada

no vector pOLT7-OVApX.

As diferentes regifes estdo assinaladas de forma idéntica ao apresentado na Figura 19.

Na Tabela 4 apresentam-se algumas caracteristicas dos vectores e das proteinas de fusdo

que resultam da expressédo a partir dos vectores recombinantes obtidos.
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Tabela 4 — Plasmideos recombinantes com sequéncias dos antigénios modelo OVA e EGFP

Proteina imatura Proteina madura
Plasmideos recombinantes Massa molecular Massa molecular (Dalton)
N° de a.a." Dal N° de a.a."
(pb)* (Dalton) Sem lipidifica¢io® Com lipidifica¢o®
pOLT7-OV At2.356 1482 493 54319,1 461 51 183,5 51972,8
pOLT7-OV Ap244.365) 692 230 24881,7 198 21746.,0 225353
pOLT7-OVApXi03380 879 292 31788.,0 260 286524 29441,7
pOLT7-EGFPa.41 1047 348 38499,1 316 35363,5 36152,8

*N° de pares de bases da regido de expressio

® N° de residuos de aminodcidos

¢ Sequéncia aminoacidica da regidio madura sem modificagdo lipidica
! Lipoproteina madura triacilada com residuos de 4cido palmitico

3.3.1.2 Expressado de OVApx e EGFP em fusdo com Oprl

Uma vez obtidos os plasmideos com as sequéncias heterélogas de OVA e EGFP e
confirmada a sua sequéncia, procedeu-se a transferéncia dos plasmideos pOLT7-OVApx e
pOLT7-EGFP para a estirpe de expressdo Rosetta(DE3)pLysS e a inducdo da sua expressao.
As fraccOes de membrana externa foram analisadas por SDS-PAGE, tendo-se observado, em
ambos o0s casos, uma banda principal de massa molecular aparente compreendida entre 31 e
45 kDa, que, de acordo com o resultado obtido no Capitulo 2, correspondera a OmpF (Figura
23a). No extracto de membrana externa obtido a partir das células transformadas com pOLT7-
OVApx eram tambem visiveis outras duas bandas de mobilidade electroforética ligeiramente
superior. Por “western blot” utilizando o anticorpo QB2, confirmou-se, em ambos 0s casos, a
presenca de proteinas de fusdo na membrana externa com a mobilidade esperada (Figura 23a).

Para confirmar que a sequéncia das proteinas expressas se prolongava até a cauda de
histidinas C-terminal e, simultaneamente, verificar a possibilidade de purificar os produtos
expressos por cromatografia de afinidade com iGes metalicos, procedeu-se a separacdo das
proteinas por este método, em pequena escala e em condi¢cdes desnaturantes, apos
deslipidificacdo das membranas externas por tratamento com TCA/acetona. Desta forma,
obtiveram-se eluatos de cromatografia que por SDS-PAGE apresentaram bandas com a
mobilidade esperada e que marcaram com o anticorpo QB2 (anti-Oprl) em “western blot”
(Figura 23Db).
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(a) (b)
Membrana externa Eluatos de cromatografia
u < 3 Q ¥R F R
RO WK e MR\ e
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F—
- »
petiel
45,0 kDa " A
e
C— 2
- - [
21,5 kDa
14,4 kDa
SDS-PAGE “western blot” SDS-PAGE “western blot”
QB2 QB2

Figura 23 — Andlise da presenca dos produtos de fusdo Oprl-OVApx e Oprl-EGFP expressos a
partir de pOLT7-OVApx e pOLT7-EGFP, respectivamente, em extractos de membrana externa e
em eluatos de cromatografia de afinidade.

(@) Avaliaram-se por SDS-PAGE e “western blot”, com o anticorpo anti-Oprl QB2, 0s extractos
de membrana externa de células de Escherichia coli da estirpe Rosetta(DE3)pLysS transformadas
com 0s vectores pOLT7-OVApx e pOLT7-EGFP e induzidas durante 3 h com IPTG 1 mM. (b)
Eluatos de cromatografia de afinidade obtidos em condic¢Ges desnaturantes a partir desses extractos
utilizando minicolunas “His SpinTrap”. Os resultados demonstram a presenga dos produtos de

fusdo Oprl-OVApx e Oprl-EGFP.

3.3.1.3 Obtencdo das formulacdes Oprl-OVApx, OMF-OVApx e OMV-OVApx e

determinacao do seu conteido em LPS e peptidoglicano

Para a caracterizacdo das propriedades imunomoduladoras das trés formulagdes
imunogénicas propostas elegeu-se a OVA como antigénio modelo por existirem
comercialmente ferramentas moleculares que permitiriam a avaliagdo da indugéo in vivo de
resposta humoral e de respostas por linfécitos T. Pelas razGes antes enunciadas, optou-se pelo
plasmideo pOLT7-OVApx para expressao do produto de fusdo Oprl-antigenio modelo e sua
obtencdo nas trés formulagfes imunogeénicas. Para o efeito, transferiu-se o plasmideo para
celulas de Escherichia coli da estirpe Rosetta(DE3)pLysS e procedeu-se & indugdo da sua
expressao. Utilizaram-se os protocolos descritos em 2.2.14 e 2.2.19 para preparacdo das trés

formulag6es contendo Oprl-OVApx (Figura 24).
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A determinacédo do conteudo de endotoxina e peptidoglicano nas trés formulagdes pelos
métodos de LAL e SLP, respectivamente, revelou valores préximos daqueles obtidos
anteriormente para as trés formulagdes sem antigenio de fusdo: 0,11, 3,06 e 14226,39 EU/ug
para Oprl-OVApx, OMF-OVApx e OMV-OVApX, respectivamente, e apenas vestigios de
peptidoglicano na formulacdo OMV-OVApX.

|- 45,0 kDa

- 31,0kDa

— - ! | 21,5kDa

- 14,4 kDa

W - 6,5kDa

Figura 24 — Obtencdo das trés formulagdes, Oprl-OVApx, OMF-OVApx e OMV-OVApX,
utilizando o plasmideo pOLT7-OVApx para expressao da proteina de fusao.

Transformaram-se células de Escherichia coli da estirpe Rosetta(DE3)pLysS com o plasmideos
pOLT7-OVApX e, apés inducdo da expressdo durante 3 h a 37 °C com IPTG 1 mM, prepararam-se
as trés formulagbes, Oprl-OVApx, OMF-OVApx e OMV-OVApx, seguindo os protocolos

estabelecidos como se descreve no Capitulo 2.

3.3.2 Ensaio preliminar de imunizagdo

Com o intuito de determinar a dose de cada formulagéo a inocular por animal para a
realizacdo de um primeiro ensaio de caracteriza¢do da capacidade adjuvante de cada uma das
formulagGes, inocularam-se ratinhos com as seguintes doses de proteina total num volume de
140 pL: 0,06 pg, 0,6 ug e 6 pug de Oprl-OVApx e OMF-OVApx e 0,6 pg, 6 ng e 60 pg de
OMV-OVApx (2 animais por dose). Optou-se por inocular um leque de doses distinto no caso
das OMV por nessa formulacao, de acordo com o observado em géis de SDS-PAGE e ensaios
de “western blot”, o antigénio se encontrar representado numa propor¢cdo muito menor

relativamente a quantidade total de proteina. Inocularam-se ainda dois animais com OVA
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nativa e um animal com PBS. A via de inoculacdo escolhida foi a via subcutanea por se
adequar melhor a futuros protocolos de imunizagdo experimental. Realizaram-se duas
inoculagbes com um intervalo de 10 dias e testaram-se os soros colhidos 7 dias ap6s a
segunda inoculacdo por ELISA em placas revestidas com OVA nativa para determinacdo de
IgG total especifica. Embora com niveis diferentes, os animais inoculados com 6 pg de Oprl-
OVApx e OMF-OVApx revelaram resposta. Nos animais inoculados com doses menores nao
se observaram niveis de resposta inequivocamente distintos dos controlos. Nos animais
inoculados com OMV-OVApx s6 aqueles inoculados com 60 pg responderam claramente,
tendo, contudo, revelado resposta inflamatdria no local de inoculagdo. Todavia, uma segunda
avaliacdo de um dos animais inicialmente inoculados com 6 pug de OMV, realizada 15 dias
mais tarde, demonstrou a presenca de IgG especifica, sugerindo ndo ser necessaria a dose de
60 g para a realizacdo do ensaio posterior.

Este ensaio demonstrou que a via subcutanea seria adequada para a realizacao do ensaio

in vivo e que a dose a utilizar se situaria na ordem de grandeza de 6 pg.

Oprl-OVApx OMF-OVApx
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Figura 25 — Avaliacdo por ELISA de niveis de IgG em animais imunizados com as trés
formulagBes contendo OVApx para determinacdo de doses a inocular no ensaio de imunizacao.

Inocularam-se, duas vezes com intervalo de 10 dias, grupos de dois animais com diferentes doses
(indicadas na figura) de Oprl-OVApx, OMF-OVApx, OMV-OVApx e OVA e um animal controlo
com PBS. Os soros colhidos 7 dias ap6s a segunda inoculagdo foram testados por ELISA em

placas revestidas com OVA nativa para determinacao de niveis de IgG especifica.
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3.3.3 Ensaio de imunizacgdo

Para a caracterizacdo das propriedades adjuvantes intrinsecas a cada uma das trés
formulacGes propostas, inocularam-se, por via subcuténea, grupos de trés animais com 5 ug
de Oprl-OVApx, OMF-OVApx e OMV-OVApX. Inocularam-se igualmente trés animais com
a mesma quantidade de OV A nativa e ainda dois animais com PBS, o veiculo usado em todos
os inoculos. O protocolo de imunizacgdo consistiu em trés inoculacfes, aos dias 0, 15 e 29, e
os animais foram sacrificados ao dia 36. A fim de avaliar a cinética da resposta humoral, por
determinacdo de IgG total especifica, colheram-se amostras de sangue antes de cada
inoculacdo e também 7 dias apo6s o primeiro reforco (dia 22) e 7 dias ap6s o segundo reforgo
(dia 36) no momento do abate. O sangue colhido no dia 36 serviu ainda para determinacéo de
subclasses de IgG de forma a obter informacéo sobre o perfil de resposta induzido por cada
formulac&o. Por fim, pretendeu-se avaliar a inducio de linfocitos CD8" especificos para OVA
no final do protocolo de imunizacgdo, tendo para tal sido colhidos os bacos no momento do

abate.

3.3.3.1 Resposta humoral
3.3.3.1.1 Cinética dos niveis de anticorpos 1gG

Os soros obtidos a partir das colheitas realizadas aos dias 0, 15, 22, 29 e 36 foram
testados por ELISA utilizando placas sensibilizadas com OVA e um anticorpo secundario
anti-lIgG (fragmento Fc) de ratinho (Figura 26). A inoculacdo com Oprl-OVApx resultou na
inducdo de resposta logo ap6s a primeira inoculacdo em dois dos trés animais inoculados, de
acordo com o resultado observado para os soros colhidos no dia 15. O mesmo se verificou
num animal inoculado com OMF-OVApx e num animal inoculado com OMV-OVApX,
apesar de nestes casos 0s niveis serem inferiores aos observados com Oprl-OVApX,
particularmente no animal inoculado com OMV-OVApx. Os valores observados nas colheitas
dos dias 22 e 29 demonstram resposta humoral na sequéncia da segunda inoculagéo (primeiro
reforco) nos trés animais inoculados com Oprl-OVApx e OMF-OVApxX, embora no caso do
animal inoculado com Oprl-OVApx que ainda néo tinha denotado resposta e em um dos dois
animais inoculados com OMF-OVApx nas mesmas condigdes a resposta sO tenha sido
evidente ao dia 29, ou seja, 15 dias ap0s a segunda inoculacdo. Nessa data, curiosamente, 0
nivel de IgG anti-OVA no animal inoculado com OMV-OVApx, apos uma subida ao 7° dia
apos o reforgo, declinou, sugerindo uma cinética de indugdo de IgG distinta da das outras

formulagGes. No final do ensaio todos os animais inoculados com Oprl-OVApx e
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Figura 26 — Cinética dos niveis de anticorpos 1gG especificos de OVA nos soros de animais

Dias apoés primeira inculagdo

inoculados com as trés formulagdes contendo OVApX.

Inocularam-se, por via subcuténea, grupos de trés animais com 5 ug de Oprl-OVApx, OMF-
OVApx, OMV-OVApx e OVA e dois animais com PBS, aos dias 0, 15 e 29. Colheram-se

amostras de sangue antes de cada inoculacdo e nos dias 22 e 36. Os niveis de 1gG total especificos

de OVA foram determinados por ELISA. As setas assinalam os dias de inoculacéo.
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OMF-OVApx revelaram resposta com niveis de 1gG comparaveis, enquanto 0s animais
inoculados com OMV-OVApx mostraram niveis baixos, perto dos valores observados para 0s
soros pré-imunes. No entanto, nos trés animais inoculados com OMV-OVApX a resposta ao
antigénio foi confirmada, ou pelos valores obtidos em datas anteriores de colheita, ou pelos
resultados dos ensaios de deteccdo de subclasses de IgG (ver Figura 27). Nos animais
inoculados com PBS ndo se detectaram respostas inespecificas e nos animais inoculados com
OVA detectaram-se niveis muito baixos de 1gG, mas num dos casos os valores de D.O.
obtidos nas colheitas dos dias 22 e 29 ultrapassam 2 vezes o valor do soro pré-imune,
sugerindo ter havido resposta. De facto, os ensaios de ELISA para determinacao de subclasses

de 19G demonstraram resposta em dois dos animais inoculados com OVA (ver Figura 27).

3.3.3.1.2 Determinacéo dos niveis de subclasses de 1gG

Com o objectivo de obter informacdo sobre o perfil da resposta induzido pela
imunizacdo com as trés formulagdes, avaliou-se por ELISA os niveis de 1gG1, 1gG2a, 1gG2b
e 1gG3 anti-OVA nos soros colhidos no momento do abate. Para o efeito, usaram-se placas
revestidas com OVA e anticorpos secundarios especificos para as referidas subclasses (Figura
27). Nos trés animais inoculados com Oprl-OVApx, todos com niveis elevados de IgG total
ao fim das trés inoculacbes, detectaram-se anticorpos especificos das quatro subclasses,
embora com diferencas marcadas entre os trés animais, excepto para 1gG2b em que todos
revelaram valores de D.O. muito elevados. Os resultados revelaram a presenca de 1gG2a nos
trés animais, tendo o racio 1gG1/lgG2a sido menor que a unidade em dois deles. Nos animais
inoculados com OMF-OVApx todos revelaram valores elevados de 1gG2a e IgG2b, nédo se
tendo detectado num deles anticorpos da subclasse IgGl, o que resultou num récio
IgG1/1gG2a muito pronunciado no sentido de IgG2a.

Os valores obtidos para os animais inoculados com OMV-OVApx foram baixos, mas 0s
resultados de 19G2b mostram claramente ter ocorrido resposta humoral nos trés animais, o
que ndo tinha sido evidente nos resultados de quantificagdo de 1gG total. Num dos casos, 0
racio 1gG1/1gG2a foi menor que a unidade.

Os resultados relativos a 19G2b também demonstram que dois dos animais inoculados
com OVA responderam a inoculacdo. Nestes casos o racio 1gG1/1gG2a foi sempre maior que
a unidade, porém, os valores de D.O. obtidos para estas duas subclasses estdo ao nivel
daqueles obtidos nos animais inoculados com PBS, o que lhes retira significado. Em ensaios
preliminares, casos houve em que a administracéo reiterada de OVA induziu resposta humoral
por 1gG mais pronunciada do que neste ensaio, todavia o racio 1gG1l/IgG2a foi sempre

claramente superior a unidade, sem que se verificasse nunca a inducédo de 1gG2a especifica.
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Figura 27 — Niveis de anticorpos de subclasses de IgG especificas de OVA nos soros colhidos no

final do protocolo de imunizacéo.

Os niveis de anticorpos das subclasses 1gG1, 1gG2a, 1gG2b e 1gG3 nos soros colhidos no dia 36, 7
dias ap6s o segundo reforgo de imunizagdo, foram determinados por ELISA utilizando placas
revestidas por OVA e anticorpos secundarios especificos para as referidas subclasses.
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3.3.3.2 Avaliacdo da resposta por linfocitos CD8* especificos por marcagdo com
pentameros de complexos MHC classe I/SIINFEKL

Como metodologia de avaliagdo da inducdo de linfocitos CD8" especificos para o
antigénio em fusdo com Oprl optou-se pela marcagdo dos esplendcitos de animais imunizados
com pentadmeros de moléculas MHC classe | carregadas com o peptido SIINFEKL. O nimero
de células positivas expectavel neste tipo de abordagem é baixo, pelo que qualquer nivel de
inespecificidade, mesmo que residual, pode dificultar a deteccdo das células alvo. O facto de
os linfécitos B serem, nesta técnica, uma fonte de inespecificidade recomenda o uso de um
anticorpo anti-CD19 para identificar estas células e assim permitir exclui-las da andlise. De
facto, num ensaio preliminar realizado com ratinhos controlo ndo imunizados, apés selec¢do
da populagéo linfocitaria de acordo com os valores de disperséo lateral (SSC, do inglés “side
scatter”) e de dispersdo frontal (FSC, do inglés “forward scatter”) (R1 na Figura 28), embora a
exclusédo das células marcadas com anticorpo anti-CD19 tenha diminuido significativamente o
namero de células que marcavam inespecificamente com o pentdmero, verificou-se que um
numero consideravel de células CD8" mantinha a marcacio inespecifica. Decidiu-se por isso
proceder & deplecio das células CD19" por MACS antes da marcagio com 0s anticorpos e
com o pentdmero. Como se observa na Figura 28, este procedimento resultou numa reducéo
acentuada do niimero de células no quadrante superior direito (CD8", pentdmero®) do grafico
de pontos correspondente ao animal controlo, enquanto no mesmo quadrante correspondente a
um animal imunizado com uma das formulacBes recombinantes se detectavam células,
permitindo assim uma diferenciacdo entre os dois casos, possivelmente devido a inducdo de
resposta LTC pela formulagéo usada.

Estabeleceu-se entdo o protocolo como descrito em 3.2.7 e procedeu-se a testagem dos
esplendcitos preparados a partir dos bagos colhidos dos animais do ensaio in vivo (3.3.3.).
Desta forma, observaram-se niveis de células CD8" positivas para o pentdmero que dio
indicacdo de uma inducdo de resposta celular pelas trés formulacdes (Figura 29). As
formulagcbes Oprl-OVApx e OMV-OVApx revelaram os valores mais elevados. Os valores

observados para OMF-OVApX, embora proximos dos de OVA estdo acima do controlo PBS.
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Figura 28 — Resultados de citometria de fluxo de ensaios de optimizacéo da técnica de pentdmeros
de moléculas MHC classe | para deteccdo de linfocitos CD8+ especificos para o epitopo
SIINFEKL de OVA.
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Figura 28 (continuagdo) — Resultados de citometria de fluxo de ensaios de optimizagdo da técnica
de pentdmeros de moléculas MHC classe | para deteccdo de linfocitos CD8+ especificos para o
epitopo SIINFEKL de OVA.

(a) Analise de esplendcitos de ratinho controlo ndo imunizado em que as células CD19" ndo foram
depletadas por MACS; (b) Analise de esplendcitos de ratinho controlo ndo imunizado (coluna
esquerda) e de ratinho inoculado duas vezes com OMF-OVApx (coluna direita) em que as células
CD19" foram depletadas por MACS. De cima para baixo apresenta-se (1) grafico de densidade
com os valores de dispersdo frontal (FSC) no eixo horizontal e os de dispersdo lateral (SSC) no
eixo vertical, em que se indica a selecgdo da janela de linfocitos (R1); (2) histograma da marcacao
com anti-CD19 para a populagdo R1, com nimero de eventos no eixo vertical e intensidade de
fluorescéncia no eixo horizontal, em que se indica a janela de selec¢do das células CD19+ (R2);
(3) histograma semelhante a (2) mas para a marca¢do anti-CD8 da populac¢do R1, em que se indica
a janela de seleccdo das células CD8+ (R3); (4) grafico de pontos de células em R1
correspondendo o eixo horizontal a intensidade de fluorescéncia da marcacéo anti-CD8 e o eixo
vertical a da marcacdo com pentamero H-2k>-OV A 57 264 (SIINFEKL), sem excluir da andlise

células CD19"; (4) gréfico de pontos semelhante a (3) mas com excluséo de células CD19".
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Figura 29 — Percentagem de linfocitos CD8" especificos para o epitopo SIINFEKL de OVA
(OVA57.264) NO final do protocolo de imunizacéo.

No dia 36 do protocolo de imunizacdo, abateram-se os animais, colheram-se os bacos e, ap6s
deplecéo de células CD19", analisaram-se por citometria de fluxo os esplendcitos marcados com
pentdmeros H-2K"-OVAss7.64, anticorpo anti-CD8 e anticorpo anti-CD19, seleccionando as
células como na Figura 28. Apresenta-se a percentagem de células CD8" que marcaram

positivamente com pentameros H-2K -OVA 57264 €M cada animal.

3.3.4 Avaliacdo preliminar da capacidade estimuladora das trés formulacdes em

células dendriticas

Nesta fase do trabalho, pretendeu-se estender a avaliacdo das propriedades
imunomoduladoras de cada uma das formulacdes propostas através da caracterizacao do perfil
de citocinas secretadas por celulas dendriticas em resposta a estimulagdo. Realizou-se um
ensaio piloto, em que se estimularam culturas de células dendriticas derivadas de medula
0ssea de um ratinho com Oprl (1 pg/mL), OMF (1 pg/mL), OMV (100 ng/mL) e LPS (20
ng/mL). Em paralelo, estimularam-se as células na presenga de polimixina B (15 pg/mL), um
inibidor do efeito do LPS. Neste ensaio inicial, avaliou-se por ELISA a secre¢do de TNF-a
como indicador de activacdo (Figura 30). As trés formulagBes induziram quantidades
significativas desta citocina, em niveis idénticos ou superiores ao induzido por 20 ng de LPS.
Em contraste com o observado na estimulagdo com LPS, a adi¢do de polimixina as culturas
ndo anulou o efeito estimulador, sugerindo que este ndo se deve em exclusivo a presenca de
LPS nas formulag6es. Na formulagdo Oprl verificou-se uma ligeira diminui¢do na producéao
de TNF-a, que podera revelar contaminacdo residual da amostra por LPS, tanto mais que
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noutros ensaios de estimulagdo com esta formulagdo esta observacdo ndo foi consistente

(resultado nédo apresentado).

TNF-a
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Figura 30 — Ensaio preliminar de estimulacdo de células dendriticas com as trés formulagdes.
Estimularam-se culturas de células dendriticas de um ratinho com Oprl, OMF, OMV e LPS, com
as concentracdes indicadas na figura durante 24 h, com (+) e sem (-) adigdo de polimixina B, um
inibidor do efeito do LPS. Avaliou-se por ELISA a secrecdo de TNF-a como indicador de
activagao.

3.3.5 Perfil de citocinas e quimiocinas secretadas por células dendriticas em resposta a

estimulacao pelas 3 formulacdes

Considerando tratar-se de uma primeira caracterizacdo das propriedades estimuladoras
das trés formulacdes em células dendriticas entendeu-se ser desejavel uma abordagem que
permitisse obter um perfil alargado do tipo de citocinas e quimiocinas secretadas. Pretendia-
se, por um lado, obter dados que permitissem uma nogéo geral da estimulagéo e, por outro,
recolher informagdo que orientasse estudos futuros que pretendam aprofundar essa
caracterizacdo. Optou-se, assim, pela utilizacdo de um “array” de anticorpos que permite a
deteccdo simultanea de 40 citocinas e quimiocinas. Estimularam-se culturas de células
dendriticas de 5 animais com Oprl (1 ug/mL), OMF (1 ug/mL), OMV (100 ng/mL) e LPS
(100 ng/mL) e RPMI como controlos. Ap6s 24 h colheram-se os sobrenadantes e realizaram-
se lotes por mistura de volumes iguais de cada uma das cinco culturas. Armazenaram-se
tambem aliquotas dos sobrenadantes de cada cultura individualmente com o objectivo de
realizar uma andlise prévia por ELISA que confirmasse a ocorréncia de estimulacdo. Para esta

analise prévia seleccionaram-se as citocinas TNF-a e IL-12 e ainda a quimiocina IP-10, cuja
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expressdo € dependente da activacdo de STATL, prevendo-se por isso que fosse induzida
diferentemente pelas trés formula¢fes em consequéncia dos seus diferentes contelidos em
LPS, uma vez que este induz a expresséo de IFN-B. O sobrenadante de um dos cinco animais

ndo foi testado neste ensaio prévio devido a um problema técnico.
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Figura 31 — Determinacdo por ELISA dos niveis de TNF-a, IL-12 e IP-10 em sobrenadantes de
culturas estimuladas pelas trés formulagdes.

Avaliou-se por ELISA a secre¢do de TNF-a, IL12 e IP-10 em sobrenadantes de culturas de células
dendriticas estimuladas durante 24 h com Oprl (1 pg/mL), OMF (1 pg/mL), OMV (100 ng/mL) e
LPS (100 ng/mL) e RPMI como controlos. Os valores apresentados representam o valor médio

obtido a partir de culturas de 4 animais e o respectivo erro padréo.

As trés formulagbes induziram niveis de TNF-a e IL-12 com valores idénticos ou
ligeiramente inferiores aos obtidos por estimulagdo com 100 ng/mL de LPS (Figura 31),
confirmando a ocorréncia de estimulacdo. Os niveis de IP-10 observados revelaram uma
diferenca marcada entre as trés formulagdes, sendo muito superiores nas culturas estimuladas
por OMV, acima mesmo dos valores obtidos com 100 ng/mL de LPS. Nas culturas
estimuladas com OMF detectou-se também producdo de IP-10 mas com niveis bastante
inferiores, enquanto naquelas estimuladas com Oprl os niveis foram idénticos aos do controlo
negativo.

Os lotes de sobrenadantes relativos ao conjunto das cinco culturas estimuladas com
cada uma das trés formulacGes e com RPMI, como controlo negativo, foram entdo testados no

ensaio de “array”. Para maximizar o espectro de concentragdes legivel nas peliculas de auto-
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radiografia realizaram-se exposicdes com diferente duracdo e usaram-se dois substratos com
niveis de deteccdo distintos (apresenta-se um exemplo na Figura 32). Os resultados
apresentados em gréfico (Figura 33) correspondem a leituras efectuadas a partir de trés
peliculas que cobrem o espectro de intensidades obtido. Cada grafico correspondente a cada
uma das peliculas, por ordem decrescente de intensidade, sendo os resultados obtidos a partir
da pelicula de menor tempo de exposicdo (pelicula com menor nivel de detec¢édo)
apresentados em dois graficos com escalas distintas devido a diferenca pronunciada no nivel
de alguns mediadores. Os sinais das réplicas de cada analito registados em cada membrana
foram, em todos os casos, muito semelhantes.

O perfil de estimulacdo observado com cada uma das trés formulagcbes foi, em termos
genéricos, semelhante. Detectou-se com maior intensidade na pelicula de menor exposicao as
quimiocinas inflamatorias MIP-1a, CXCL2/MIP-2, CXCL1/KC (do inglés “keratinocyte cell-
derived chemokine”), CCL2/JE/MCP-1 e RANTES, a citocina pro-inflamatéria IL-6 e o
antagonista do receptor de IL-1, IL-1RA (do inglés “IL-1 receptor antagonist™), €, com menor
intensidade, a citocina pré-inflamatéria TNF-a, a quimiocina inflamat6ria MIP-1p e o inibidor
de metaloproteinases da matriz TIMP (do inglés “tissue inhibitor of metalloproteinases”)-1.
Na pelicula seguinte obtiveram-se resultados para os factores de crescimento G-CSF (do
inglés “granulocyte colony-stimulating factor””), GM-CSF, M-CSF (do inglés “macrophage
colony-stimulating factor”), as quimiocinas IP-10, 1-309, TARC, I-TAC, a forma secretada do
receptor TREM (do inglés “triggering receptor expressed on myeloid cells”)-1 e as citocinas
IL-5 e IL-3. Por fim, os valores para as moléculas com sinal de menor intensidade foram
obtidos a partir da analise da pelicula em que se usou o substrato de maior nivel de deteccao:
as citocinas IL-1a, IL-1B, 1L-23, 1L-27, IL-12, IL-10, IL-13, IL-7, IL-4, IFN-y, IL-17, IL-16,
IL-2, as quimiocinas MIG, CCL12/MCP-5, CXCL13/BLC (do inglés “B lymphocyte
chemoattractant”), CXCL12/SDF-1 (do inglés “stromal cell-derived factor”) e eotaxina, o
componente do complemento C5a e a forma soltvel de CD54, sICAM-1. As leituras relativas
as trés formulagdes foram sempre feitas a partir das mesmas peliculas.

Embora o perfil obtido com as trés formulagbes seja semelhante, observaram-se
diferengas na expressdo de alguns analitos. Com o objectivo de facilitar a analise comparativa
da estimulacdo induzida por cada uma das formulacdes, determinou-se a relacdo entre os
niveis observados para cada uma delas apds subtraccdo do valor observado no controlo
negativo (RPMI). Na Figura 34 sdo apresentados os valores da razdo entre cada estimulo e os
outros dois, por ordem decrescente. Para cada par de estimulos listam-se separadamente 0s
mediadores que apresentaram niveis superiores aos observados para 0 par com que esta a ser

comparado. Para facilitar a leitura da tabela, apresentam-se os valores sobre um fundo de cor
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de intensidade proporcional ao valor do récio, correspondendo o branco a unidade e o verde
mais escuro ao valor maximo observado. As citocinas e quimiocinas mais comummente
associadas a polarizacdo de resposta estdo assinaladas na figura. Para a maioria dos
mediadores, as formulacdes OMF e OMV induziram quantidades superiores as observadas
para Oprl. Na maioria dos casos 0s valores dos racios sao pouco expressivos tendo os valores

mais pronunciados sido observados nas compara¢des OMV/Oprl, OMV/OMF e OMF/Oprl.
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Figura 32 — Pelicula de auto-radiografia exposta as membranas do “array” para deteccdo de
citocinas e quimiocinas em sobrenadantes de culturas de células dendriticas estimulas com as trés
formulagGes.

(a) Incubaram-se quatro membranas do “kit” de “array” com misturas dos sobrenadantes de
culturas de células dendriticas obtidas de cinco animais estimuladas com as trés formulacdes e
com RPMI, Os

quimioluminescéncia. Para leitura dos resultados realizaram-se exposi¢des de peliculas por tempos

como controlo negativo. sinais emitidos foram detectados por

diferentes e usaram-se dois substratos com niveis distintos de detec¢do. A figura mostra, como
exemplo, uma dessas peliculas. Para cada citocina/quimiocina existem pontos em duplicado em
cada membrana. (b) Esquema do “array”. (c¢) Mediadores de resposta avaliados e respectivas

coordenadas.
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Figura 33 — Niveis de citocinas/quimiocinas em sobrenadantes de culturas de células dendriticas
estimuladas com Oprl, OMF, OMV e RPMI, como controlo negativo, determinados por um ensaio
de “array” em membrana de nitrocelulose.

Cada gréfico apresentado corresponde as leituras efectuadas em cada uma das trés peliculas, por
ordem decrescente de nivel de deteccdo. As leituras obtidas a partir da pelicula com menor nivel
de deteccdo estdo distribuidas por dois gréficos de escala distinta devido aos valores observados
serem bastante dispares. Os valores apresentados correspondem aos valores de densidade dptica de
cada duplicado apds subtraccdo do valor de fundo de cada membrana e normalizagdo em relacéo

aos valores médios obtidos para os controlos positivos de cada membrana.
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Figura 34 — Récios entre pares de formulacbes dos valores de densidade de pixeis obtidos no
ensaio de “array”.
Aos valores de densidade de pixeis obtidos para cada mediador subtraiu-se o valor obtido para o
controlo negativo e determinaram-se 0s racios entre pares de estimulos. Para cada par séo listados
separadamente os mediadores que apresentaram niveis superiores aos observados para o par com
gue estd a ser comparado. A intensidade da cor verde do fundo é proporcional ao valor do récio,
correspondendo o branco a unidade e o verde mais escuro ao valor maximo observado. As
1 2 17 r

citocinas e quimiocinas associadas a polarizacdo de resposta estdo assinaladas com -, 5, *' e

respectivamente para Thl, Th2, Th17 e Treg.

3.4 Discussao

Nesta fase do trabalho clonaram-se antigénios heter6logos num vector do novo sistema
de modo a obter ferramentas para a caracterizacdo das propriedades imunomoduladoras de
cada uma das trés formulagdes propostas no capitulo anterior. Iniciou-se essa caracterizagcdo
através da realizacdo de um ensaio in vivo, avaliando a capacidade adjuvante das formulacGes

no desencadeamento de resposta humoral e celular contra os antigénios expressos em fuséo
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com Oprl; e de um ensaio in vitro, em que se obteve um perfil geral da secrecdo de citocinas e
quimiocinas por celulas dendriticas em resposta a estimulagdo com as trés formulaces.

O trabalho iniciou-se com a clonagem em pOLT7 de dois antigénios modelo, OVA e
EGFP. A escolha recaiu nestes dois antigénio por ambos poderem servir 0s ensaios de
imunizacdo que se planeavam no ambito deste trabalho, mas também por poderem vir a
constituir a base de estudos futuros de caracterizacdo das trés formulagdes. A proteina OVA é
um antigénio amplamente usado em imunologia experimental, cujos epitopos dominantes
apresentados em contexto de MHC classe | (SIINFEKL) e MHC classe |l
(ISQAVHAAHAEINEAGR) em ratinhos do haplotipo H-2K®, como a estirpe C57BL/6, est&o
bem caracterizados, 0 que permitiria o desenho de ensaios de avaliacdo de respostas celulares
por linfécitos CD4" e CD8". A disponibilidade comercial de oligdmeros de moléculas MHC
classe | do haplotipo H-2K" ligadas ao péptido SIINFEKL para deteccdo de linfécitos CD8"
especificos para OVA permitir-nos-ia uma primeira abordagem para avaliacdo do
desencadeamento de respostas LTC em protocolos de imunizacdo. Por outro lado, a proteina
nativa obtida comercialmente serviria de controlo nos ensaios de imunizagdo e,
simultaneamente, como antigénio de revestimento das placas de ELISA nos ensaios de
avaliacdo de resposta humoral. Outra razdo que nos levou a escolher a sequéncia de OVA foi
o facto de estudos futuros de caracterizagcdo do novo sistema poderem vir a beneficiar da
existéncia de inimeras ferramentas desenvolvidas para serem usadas especificamente com
este antigénio.

O outro antigénio modelo clonado em pOLT7, a proteina EGFP, tem também
identificado um epitopo dominante MHC classe I (HYLSTQSAL) em haplotipo H-2K® (e.g.
estirpe BALB/c) (Gambotto et al., 2000). O facto de o haplotipo ser diferente daquele no qual
0s epitopos de OVA estdo caracterizados permite o uso de uma estirpe distinta para avaliacdo
de resposta por linfocitos CD8", existindo também disponiveis comercialmente oligémeros H-
2K carregados com o péptido HYLSTQSAL que poderdo ser usados nesses estudos.

Uma vez confirmadas as clonagens dos antigénios modelo, optou-se pelo plasmideo
com uma sequéncia parcial de OVA, pOLT7-OVAp, para produgdo das trés formulacGes a
usar no ensaio de imunizagdo. Este plasmideo resultaria na expressdao de uma proteina de
fusdo na qual existiriam, a montante do epitopo SIINFEKL imunodominante em MHC classe
I, 14 aminoacidos de OVA, precedidos pela sequéncia de Oprl, e a jusante do epitopo
SIINFEKL 100 aminoéacidos do antigénio modelo. No entanto, por essa altura Ma et al.
(2009) demonstram ser essencial que as regides flanqueadoras do epitopo SIINFEKL
possuam um tamanho minimo para que a apresentacao cruzada ocorra de forma eficiente. A

jusante do epitopo esse prolongamento teria de ser de pelo menos 22 aminoacidos e embora a
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extensdo minima necessaria a montante ndo tenha sido determinada com exactidao, moléculas
com uma extensdo de 46 aminoécidos mostraram niveis maximos de apresentacdo cruzada e
moléculas com uma extensdo de 18 aminoacidos apresentaram fraca apresentagdo cruzada. Os
resultados deste estudo sugerem ainda ser relevante para uma apresentacdo cruzada eficiente,
ndo apenas o comprimento, mas também a sequéncia especifica dos aminoacidos das regides
flanqueadoras. Se, por um lado, a substituicdo das sequéncias flanqueadoras de SIINFEKL
por sequéncias de igual tamanho derivadas de GFP resultaram em moléculas com 0 mesmo
padrdo de apresentacdo cruzada do que aquelas com as sequéncias de OVA originais, a
substituicdo de 46 aminoacidos da sequéncia de OVA a montante do epitopo por uma
sequéncia de igual tamanho da nucleoproteina do virus da gripe resultou na perda de
apresentacdo cruzada. O clone recombinante para expressdo de uma sequéncia parcial de
OVA em fusdo com Oprl obtido inicialmente (pOLT7-OVAp) permitia a expressdo de uma
molécula de fusdo que, apesar de ter mais de 46 aminoacidos a montante do epitopo
SIINFEKL, destes apenas 14 correspondiam a sequéncia de OVA, sendo os restantes
codificados ou por nucleétidos proprios do vector (4 aminoécidos) ou por nucleétidos
codificadores da porcdo C-terminal de Oprl (os restantes). Estas observacbes levaram-nos a
construir um novo plasmideo para expressdo de uma sequéncia parcial de OVA em fusdo com
Oprl de forma a conter sequéncias flanqueadoras do epitopo SIINFEKL derivadas de OVA de
comprimento superior aos valores minimos requeridos. Este plasmideo, pOLT7-OVApX,
serviu de base a producdo das trés formulacBes imunogénicas posteriormente usadas no
ensaio de imunizacao.

Utilizando o plasmideo pOLT7-OVApx para expressao de Oprl-OVApx e seguindo 0s
protocolos estabelecidos no Capitulo 2 deste trabalho, obtiveram-se as trés formulacdes
propostas, que revelaram um conteido de endotoxina semelhante ao das mesmas formulacoes
sem antigénio heterélogo. Este resultado indica que os protocolos desenvolvidos permitem
reproduzir a composi¢cdo em LPS das diferentes formulagcdes em preparagdes independentes.

Os resultados obtidos no ensaio in vivo demonstram claramente uma capacidade
adjuvante intrinseca das formulac@es Oprl-OVApx e OMF-OVApX, tendo todos os animais
inoculados com estas formulagdes desenvolvido resposta humoral. E de salientar que em dois
dos trés animais inoculados com Oprl-OVApx, uma unica inoculacao foi suficiente para obter
uma resposta por 1gG pronunciada, em claro contraste com o observado por inoculagdo com o
antigénio nativo em que até ao final do protocolo de imunizagdo apenas dois animais
desenvolveram resposta e com niveis de IgG muito baixos.

A formulacdo OMV-OVApx foi das trés formulagbes recombinantes a que induziu o

menor nivel de 1gG. Porém, o conjunto dos resultados de determinacdo dos niveis de
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diferentes subclasses de IgG demonstrou inequivocamente que ocorreu resposta nos trés
animais inoculados. O facto de as vesiculas terem, por um lado, uma quantidade de
endotoxina que impede a sua administracdo parentérica com doses elevadas e, por outro, a
quantidade de antigénio recombinante ndo ser muito elevada, sendo uma proteina néo
maioritaria, podera constituir uma limitacdo desta formulacdo. A extraccdo de LPS das
vesiculas por tratamento com detergentes € um procedimento utilizado na preparacdo de
algumas formulacdes de OMV para imunizagdo contra a meningite meningocécica e podera
ser equacionada no futuro para diminuir a reactogenicidade desta formulacdo de modo a
permitir 0 uso de doses mais elevadas. Este procedimento podera, no entanto, trazer
dificuldades técnicas a preparacdo desta formulacdo decorrentes de possiveis alteragdes na
estrutura fisica das vesiculas e a inducdo da sua agregacdo (Cametti, 2008; Holst et al., 2009).
Para preservar a estrutura e adjuvanticidade das vesiculas € sempre necessario manter uma
quantidade residual de LPS (van de Waterbeemd et al., 2010). A eventual extraccdo do
antigénio recombinante pelo tratamento com detergente deve também ser avaliada caso a caso
(Koeberling et al., 2009; Koeberling et al., 2008). A utilizacdo de estirpes bacterianas com
LPS de baixa toxicidade é outra estratégia usada na producdo de OMV de Neisseria
meningitidis para diminuir os efeitos adversos desta formulacdo que podera ser equacionada
se se pretender aumentar a dose de antigénio recombinante a inocular por via parentérica
(Fisseha et al., 2005; van der Ley et al., 2001). De qualquer forma, a formulacéo tal como é
agora obtida devera ser também considerada para inducdo de resposta por vias de
administracdo ndo-parentéricas, visto que formulacGes semelhantes tém demonstrado ser
efectivas na inducdo de respostas locais e sistémicas por via intranasal e oro-gastrica sem que
se verifiquem efeitos tdxicos (Drabick et al., 1999; Guthrie et al., 2004; Katial et al., 2002;
Schild et al., 2009; Schild et al., 2008). Por outro lado, os resultados que sugerem o
desenvolvimento de resposta por linfocitos CD8" induzido com esta formulacio abrem a
possibilidade de uma aplicacdo mais alargada em imunizacéo.

As formulagbes Oprl-OVApx e OMF-OVApx induziram ambas niveis expressivos de
anticorpos da subclasse 1gG2a, o que sugere capacidade de polarizagdo da resposta num
sentido Thl. Estes resultados estdo de acordo com os trabalhos de Cote-Sierra et al. (2002) e
Piedade (2003) em que se observou também a inducdo de IgG2a em protocolos de imunizacao
com proteinas de fusdo com Oprl. No entanto, Gartner et al. (2007) refere uma maior
tendéncia para indugdo de 1gG1 com protocolos de imunizacdo em que se procedeu a duas
inoculagBes com uma proteina de Mycobacterium tuberculosis em fusdo com Oprl. No nosso
trabalho, embora cinco dos seis animais inoculados com as formulacGes Oprl-OVApxX e

OMF-OVApx tenham revelado um récio IgG1/1gG2a menor que a unidade, apenas um animal
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inoculado com OMF-OVApx mostrou um racio claramente pronunciado no sentido de 1gG2a.
No estudo reportado por Cote-Sierra et al. (2002) é referido que, apesar de se terem registado
niveis equivalentes de IgG1 e 1gG2a 10 dias ap6s uma ultima inoculagéo de proteina de fuséo,
os niveis de 1gG2a mantiveram-se elevados decorridas 12 semanas ap0s essa administracéo,
enquanto os niveis de IgG1l haviam declinado. Algumas diferencas entre os resultados
observados nestes trabalhos poderdo assim justificar-se por terem sido realizadas apenas
avaliagcdes pontuais dos niveis de subclasses de IgG.

No ensaio in vivo avaliou-se a inducdo de resposta por linfocitos CD8" por marcacio
com pentameros de moléculas MHC classe | ligadas ao péptido de OVA imunodominante na
estirpe usada. Esta técnica revelou niveis mais elevados de esplendcitos CD8" reconhecedores
de SIIKFEKL nos animais inoculados com as trés formulagdes quando comparados com 0s
animais controlo inoculados com PBS, tendo-se registado valores mais pronunciados para as
formulacbes Oprl-OVApx e OMV-OVApx. Contudo, os valores obtidos foram baixos, ndo
ficando claro se isso se deveu a uma deficiente optimizacdo da técnica, com a qual, de acordo
com estudos anteriores (Britten et al., 2009), é possivel obter valores bastante dispares
consoante o protocolo usado, ou se reflecte niveis de inducdo de LTC de facto baixos. Uma
eventual alteracdo da dominancia dos epitopos apresentados como consequéncia da fusdo com
a lipoproteina deverd também ser equacionada em estudos futuros.

Considerando os niveis de linfocitos CD8" especificos detectados, bem como o facto de
0s animais inoculados com OVA nativa apresentaram valores pouco mais baixos que a
formulacdo OMF-OVApX, e tendo também em conta que o nimero de linfdcitos especificos
nem sempre reflecte o nivel de resposta funcional (Kostense et al., 2002), é necessario que se
desenvolvam, no futuro, estudos para confirmacdo da capacidade de inducéo de respostas por
linfocitos CD8" utilizando metodologias alternativas. A demonstracio de citotoxicidade in
vivo, utilizando como células alvo esplendcitos singénicos carregados com péptido SIINFEKL
e marcados com éster carboxifluoresceina de succinimidilo (CFSE, do inglés
“carboxyfluorescein succinimidyl ester’”) podera ter particular interesse por fornecer evidéncia
funcional de citotoxicidade (Durward et al., 2010; Ingulli, 2007). A deteccdo de linfécitos
CD8" produtores de IFN-y em resposta a restimulagdo com o péptido SIINFEKL por
ELISPOT ou citometria de fluxo podera também esclarecer a capacidade de desencadear
respostas LTC com as trés formulacdes (Serbina & Pamer, 2003).

O ensaio in vitro de estimulacdo de células dendriticas tinha como objectivo uma
caracterizacdo alargada do perfil de citocinas e quimiocinas induzido por cada formulacdo.
Pretendia-se ainda identificar diferencas entre as trés formulacdes na inducdo desses

mediadores. A sua composic¢do distinta em ligandos de PRR, confirmada neste trabalho
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relativamente ao LPS, fazia prever que a activacdo das células estimuladas ndo fosse
totalmente idéntica. Essa diferenca foi avaliada e confirmada num ensaio inicial de ELISA
por determinacdo da secrecdo da quimiocina IP-10, cuja expressdo depende da activacdo de
STAT1. Ao contrario da activacdo via TLR2/1 exercida pelas lipoproteinas bacterianas, a qual
ndo resulta na producdo de IFN, a estimulacdo via TLR4, para além da activacdo da via
dependente de MyD88, induz a activacdo da via dependente de TRIF com consequente
producdo de IFN-B. A accdo autocrina/paracrina de IFN-p induz a fosforilagdo de STAT1a e
STAT1p o que resulta na producéo de IP-10 (Toshchakov et al., 2002). De facto, observou-se
uma diferenca clara nas culturas de celulas dendriticas estimuladas, em que a formulacéo
OMV, que contém niveis elevados de LPS, induziu a secrecdo de quantidades muito
superiores desta quimiocina. No ensaio de ELISA ndo se detectou IP-10 nas culturas
estimuladas com Oprl purificada, formulacdo com niveis meramente vestigiais de LPS. A
formulacdo OMF induziu a producdo desta quimiocina, embora em niveis baixos quando
comparado com OMV. Como esperado, o resultado do “array” foi coincidente relativamente a
clara superioridade de OMV para inducdo de IP-10, embora a diferenca entre OMF e Oprl
ndo tenha sido ai notada. A expressdo da quimiocina MCP-5 esta também descrita como
depende de STATL1 (Toshchakov et al., 2002). O resultado do “array” revelou que a sua
producdo esta ligeiramente aumentada nas culturas estimuladas por OMV, embora a diferenca
em relacdo as outras duas formulagdes ndo seja tdo evidente como para IP-10, talvez por os
niveis de expressdo terem sido muito baixos.

Como exposto anteriormente, a estimulacdo simultanea de células dendriticas através de
diferentes PRR leva a diferencas consideraveis tanto na qualidade como na quantidade das
citocinas secretadas quando comparado com estimula¢do por uma Unica via. O resultado do
“array” mostrou que as formulacées OMF e OMV, compostas por outros ligandos de PRR
para além de Oprl, induziram a expressdo da maioria dos mediadores em quantidades
superiores as observadas com Oprl, o que podera reflectir a maior complexidade do estimulo
associada aquelas formulagdes. A formulacdo OMV induziu, em alguns casos, quantidades
claramente superiores as outras duas formulacdes, destacando-se IP-10, RANTES, IL-6, JE e
TIMP-1. Apesar destas diferencas, de uma forma geral, o “array” revelou um perfil de
secrecdo de mediadores semelhante nas trés formulagdes, sendo que as diferencas menos
pronunciadas observadas para os restantes mediadores aconselham futuras analises mais
detalhadas.

A citocina IL-12, relevante para a polarizacdo de resposta no sentido Th1l, originou sinal
apenas na pelicula de maior exposi¢édo, o que podera indicar que a producao foi baixa para as

trés formulagdes. De acordo com resultados obtidos noutros estudos, a estimulacéo de células
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dendriticas por ligandos TLR induz, em geral, uma producéo fraca de IL-12, excepto se for
acompanhada de co-estimulacdo através de outros sinais, como aqueles provenientes de
linfocitos T ou células NK, sob forma secretada (e.g. IFN-y) ou por ligacdo de
receptores/ligandos membranares (e.g. CD40L) (Edwards et al., 2002; Ma et al., 1996). No
entanto, nessa pelicula os valores foram, para as trés formulages, claramente superiores ao
valor obtido com o controlo negativo (RPMI), tendo o valor observado para Oprl sido
claramente inferior ao de OMF e OMV. Alguns estudos sugerem que a activagéo via TLR2,
ao contrario da estimulacdo via TLR4, ndo resulta em producdo significativa de IL-12p70
(Agrawal et al., 2003; Hirschfeld et al., 2001; Pulendran et al., 2001b; Re & Strominger,
2001) tendo sido reportados diferentes mecanismos que o podem justificar. Segundo Dillon et
al. (2004) a estimulagéo via TLR2 leva a um aumento na magnitude e duragéo da sinalizagéo
ERK, a qual resulta na fosforilacdo e estabilizacdo do factor de transcricdo c-Fos com
consequente producdo de IL-10 e bloqueio da expressdao de IL-12p70. Outros autores
defendem que a menor producéo de IL-12p70 induzida por ligandos de TLR2 se justifica pela
dependéncia da expressdo da subunidade IL-12p35 da activacdo de STAT1. Esta activacao é
induzida de forma autocrina/paracrina através do receptor IFNAR pelo IFN-B induzido via
TRIF por ligandos de TLR4 ou TLR3, mas ndo ocorre por estimulacdo de TLR2 (Gautier et
al., 2005). Outros estudos sugerem uma relagdo entre a activacdo via TLR2 de PI3K e a
supressdo da producéo de 1L-12p70 (Martin et al., 2003).

Por outro lado, os resultados obtidos por ELISA na avaliacdo preliminar mostraram
uma producdo de IL-12 semelhante entre formulacdes, com valores proximos daqueles
obtidos por estimulacdo com LPS. Contudo, o teste de ELISA usado, ao contrario do “array”,
ndo é especifico para a forma de IL-12 relevante para polarizagdo Thl (IL-12p70). Este ensaio
tem reactividade para a subunidade IL-12p40 e, logo, detecta também IL-23 e IL-27, assim
como homodimeros de IL-12p40. Estes homodimeros estdo reportados como tendo uma
actividade in vitro antagonista do efeito de IL-12p70 (Ling et al., 1995) podendo assim
contrariar as propriedades polarizadoras desta citocina. O facto de a expressao da subunidade
IL-12p40 ndo estar dependente de STATL1 (Gautier et al., 2005) poderd explicar a sua
producdo por estimulacdo TLR2. Pelo exposto, sera necessario no futuro avaliar com um teste
especifico a producdo de IL-12p70 por células dendriticas estimuladas com cada uma das
formulages, incluindo também um controlo positivo apropriado.

Da analise da Figura 34 ndo sobressai uma correlacdo clara entre a expressdo de
mediadores, tanto citocinas como quimiocinas, induzida por cada uma das formulagdes e um
perfil de polarizacdo de resposta. Por outro lado, sugere a necessidade de analisar, no futuro,

outros mediadores de forma a permitir aprofundar a interpretacdo dos resultados. Por
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exemplo, a determinacdo dos niveis de TGF-p, citocina ndo contemplada no “array”, ajudaria
a ajuizar sobre a capacidade destas formulacGes para induzir diferenciagdo no sentido Th17 e
Treg. No entanto, os resultados observados neste ensaio permitirdo orientar estudos futuros e

oferecem um fundo sobre o qual esses resultados poderdo vir a ser interpretados.
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As duas principais subjacentes ao abandono dos anteriores sistemas baseados na Oprl, a
instabilidade dos plasmideos devido a expressdo basal e a dificuldade em obter os antigénios
purificados, foram agora ultrapassadas. O novo sistema permite um apertado controlo da
expressao de oprl e os vectores que o compdem possibilitam, no seu conjunto, a avaliagdo do
processamento da lipoproteina, a producdo de controlos nao-lipidificados e a purificacdo dos
produtos de fusdo por cromatografia de afinidade com ides metélicos. Pela primeira vez,
obteve-se uma caracteriza¢do da componente lipidica da Oprl expressa em Escherichia coli, 0
que permitiu revelar a sua natureza triacilada e a identidade dos &cidos gordos envolvidos. Os
resultados obtidos durante os processos de optimizacdo da expressdo e purificacdo da
lipoproteina levaram-nos ainda a desenvolver protocolos para obtencdo de outras duas
formulacdes derivadas da parede da bactéria de expressdo, fazendo uso da ancoragem dos
antigénios heter6logos a membrana externa por meio da Oprl.

As propriedades fisicas distintas destas formulacfes e o seu diferente conteddo em
moléculas activadoras de PRR levaram-nos a admitir diferentes efeitos na estimulacdo de
APC e perfis distintos na modulagdo de respostas in vivo. Inicidmos assim um conjunto de
ensaios para uma primeira caracterizacdo das propriedades imunomoduladoras de cada uma
das formulacbes obtidas com o novo sistema. Dos resultados destes ensaios ficou evidente a
capacidade adjuvante de Oprl e OMF para inducgéo de imunidade humoral, sendo de salientar
a inducao de niveis elevados de anticorpos com uma Unica inoculagdo de antigénio em fusao
com Oprl. Os resultados indicaram também capacidade de inducdo de respostas LTC,
principalmente por Oprl e OMV. O método usado revelou, no entanto, algumas limitac6es
decorrentes da dificuldade de optimizacdo da técnica associadas ao reduzido numero de
células a detectar. Os resultados obtidos serdo no futuro reavaliados por outras metodologias
que permitem avaliar a funcionalidade das células especificas desencadeadas por imunizacéo.
Nesses estudos devera ser considerada a possibilidade de alteracdo da hierarquia de
dominéncia de epitopos em consequéncia da fusdo dos antigénios com Oprl.

No que respeita as caracteristicas de cada formulacdo na polarizacdo de resposta, 0s
resultados obtidos ndo permitem ilacOes definitivas. Se tanto Oprl como OMF induziram
anticorpos 1gG2a, geralmente associados a polarizagdo Thl, o resultado do ensaio de
estimulagdo de células dendriticas obtido por “array” indicou fraca capacidade de inducao de
IL-12p70, citocina fundamental para a polarizacdo da resposta nesse sentido, por qualquer das
formulacdes, mas principalmente por Oprl. No entanto, é dificil concluir sobre o significado
biolégico dos niveis observados para esta citocina uma vez que ndo foi possivel utilizar no
mesmo ensaio de “array” um controlo positivo que permitisse uma analise comparativa. Por

outro lado, a capacidade de polarizagdo nao depende apenas de propriedades intrinsecas do
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imunogénio ou adjuvante usado, mas também de factores como a dose e a via de
administracdo (Eisenbarth et al., 2002; Kaiko et al., 2008). Sera essencial, por isso,
desenvolver no futuro estudos que permitam uma melhor caracterizagéo do perfil de resposta
obtido com cada formulacdo, por exemplo através de ensaios de polarizacdo in vitro e de
restimulacdo de esplendcitos de animais imunizados, em protocolos que incluam um leque
mais alargado de condicOes, particularmente de doses e vias de administracdo, incluindo
controlos apropriados que permitam dar significado bioldgico aos resultados observados.

Com efeito, esta area de estudo sobre 0s mecanismos basicos de relacdo entre estimulos
de resposta inata e 0 desenvolvimento de respostas especificas € uma das possiveis aplicacdes
futuras do novo sistema. Como se referiu anteriormente, o resultado da estimulagéo exercida
via TLR2 e o tipo de resposta Th induzido é hoje um tema controverso. Recentemente, Leng
et al. (2010) mostraram existir diferencas significativas no efeito obtido por estimulacdo de
células dendriticas com o ligando sintético de TLR2 Pam3CSK, e com uma lipoproteina de
fusdo composta pelo dominio N-terminal da lipoproteina Ag473 de Neisseria meningitidis e
um dominio da proteina E3 do virus do dengue. Nesse estudo demonstrou-se que a
lipoproteina inicia a fosforilacdo de MAP cinases mais cedo do que o lipopéptido e induz
niveis superiores de 1L-23, IL-27 e MIP-1a, 0 que podera ter impacto no perfil de resposta
desencadeado por um e outro ligando. Assim, tendo em conta as diferencas nas propriedades
estimuladoras de diferentes ligandos de TLR2 e considerando que o papel de TLR2 enquanto
receptor de algumas moléculas descritas inicialmente como seus ligandos ndo é consensual
(Travassos et al., 2004; Zahringer et al., 2008), a fusdo de antigénios com lipoproteinas
bacterianas constitui uma estratégia com vasto potencial para o estudo do impacto da
activacdo TLR2 no desencadeamento e modulacgdo da resposta especifica.

No mesmo sentido, a capacidade de conjugar antigénios heter6logos com estruturas
capazes de estimular simultaneamente diferentes vias de activacdo, como se verifica na
formulacdo OMF, pode contribuir para o estudo do impacto da sinergia no desenvolvimento
de imunidade especifica. Variagdes nos protocolos de preparacdo das OMF, designadamente
na natureza dos detergentes usados na solubilizacdo, podem resultar em diferentes niveis de
LPS na formulacéo final e, em teoria, sera também possivel ajustar os protocolos para que
esta formulacdo inclua fragmentos de peptidoglicano de forma a obter uma activacéao
simultanea via NLR. Desta forma poderd ser equacionado explorar e caracterizar as
interac¢des entre as vias de sinaliza¢do activadas através de TLR2 e NOD2 com impacto na
polarizacdo de linfocitos T que foram anteriormente demonstradas (Watanabe et al., 2004).
Por outro lado, as OMV, sendo estruturas nao replicativas mas que apresentam complexidade

estrutural e molecular préxima da das membranas externas de bactérias Gram-negativas, tém
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também potencial para serem usadas em estudos que abordem a activacdo complexa via PRR,
por oposi¢do a activagdo com agonistas Unicos ou inoculados em combinag6es simples. Este
tipo de estimulacdo simples, embora essencial para a compreenséo dos efeitos obtidos através
da activacdo de cada receptor, ndo reflecte a complexidade dos estimulos naturalmente
encontrados em interaccdes hospedeiro-microrganismo. A capacidade de incluir antigénios
modelo no contexto de OMV pode ser explorada em trabalhos sobre o impacto destes
estimulos complexos nas respostas adaptativas.

O novo sistema baseado na Oprl tem, no entanto, aplicacdo particular em estudos de
proteccao e caracterizacao de respostas imunitarias. As trés formulacdes constituem modelos
de vacinas subunitarias que podem servir de base a estudos que correlacionem as suas
caracteristicas moleculares com os perfis de resposta induzidos e os niveis de proteccdo
observados em diferentes modelos de doencas infecciosas, podendo gerar desta forma
conhecimento relevante para o desenvolvimento de novas vacinas. A luz dos novos
conhecimentos sobre desencadeamento de respostas adaptativas estes imunogénios encontram
também aplicagdo no &mbito de doencas oncolégicas e disturbios do foro imunolégico, como
alergias ou doencas auto-imunes, cujo combate pode beneficiar de abordagens preventivas ou
terapéuticas baseadas na modulacdo de respostas imunitarias (Adams, 2009; Akdis et al.,
2003; Asprodites et al., 2008; Baz et al., 2008; Lombardi et al., 2008; Murata, 2008;
Pulendran et al., 2010).

A utilizacdo dos vectores agora desenvolvidos noutras espécies bacterianas podera ser
também equacionada tendo em vista a sua exploracdo para o desenvolvimento de vacinas
vivas recombinantes, para obtencdo de OMV de bactérias que vesiculem mais
abundantemente ou para exploracdo de propriedades imunomoduladoras de paredes celulares
com propriedades diversas. Ha no entanto que considerar que 0s genes se encontram sob o
controlo de sinais de transcri¢do do fago T7, pelo que s6 poderdo ser expressos em estirpes
que possuam o gene codificador da RNA polimerase T7. Com o objectivo de alargar o
espectro de espécies bacterianas aptas a expressarem genes clonados nestas condic¢des, Kang
et al. (2007) desenvolveram uma metodologia que utiliza um transposdo com repeti¢oes
“mariner” para a fécil integracdo da sequéncia da RNA polimerase do fago T7, sob o controlo
de lacUV5, no genoma de bactérias hospedeiras. O transposdo inclui também o gene da
lisozima T7, a semelhanca do plasmideo pLysS usado neste trabalho na estirpe de expresséo
Rosetta(DE3), o que, em conjunto com a repressdo pelo repressor lac do promotor lacUV5,
deveréa permitir o elevado controlo da expressdo conseguido no nosso sistema.

Por outro lado, é hoje evidente que a activacdo PRR promove a apresentacdo antigenica

em MHC classe Il (Blander & Medzhitov, 2006) e foi também demonstrado que antigénios
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em fusdo com Oprl veiculados no contexto de membranas externas (Leitdo et al., 2000; Leitdo
et al., 1998), assim como antigénios co-administrados com OMV (Durand et al., 2009),
entram na via de apresentagdo em MHC classe I. Assim, estas formulages servem como
ferramentas para apresentacdo antigénica in vitro permitindo a identificacdo de
reconhecimento imunitario especifico tanto por linfocitos CD4" como por linfocitos CD8".
Fazendo uso desta propriedade é possivel o desenho de ensaios que visem a identificacdo de
alvos de resposta imunitaria reconhecidos, por exemplo, por linfocitos de animais
sobreviventes a infeccdo (Leitdo et al., 2000). Nos mesmos ensaios poder-se-a caracterizar o
fenotipo dos linfocitos especificos, potencialmente relacionadas com protecgéo.

A este respeito, a clonagem do antigénio modelo OVA no sistema terd grande utilidade
para avaliar a capacidade de apresentacdo directa e cruzada de cada formulagéo, aspecto
relevante para este tipo de estudos, mas também para a caracterizacdo das formulacdes
enquanto adjuvantes de respostas imunitarias. Estes estudos beneficiardo da existéncia de
estirpes transgénicas de ratinhos desenhadas para conterem linfdcitos reconhecedores de
péptidos de OVA, bem como de hibridomas desenvolvidos com a mesma finalidade. Os
ratinhos OT-l expressam cadeias a € B do TCR que originam receptores especificos para
SIINFEKL no contexto de H2-K® (MHC classe ) e ratinhos OT-I1 expressam cadeias o. e B do
TCR que, conjuntamente com a molécula CD4, reconhecem o0 péptido
ISQAVHAAHAEINEAGR em contexto de I-A® (MHC classe 11) (Hogquist et al., 1994;
McDonald et al., 2007; Pouniotis et al., 2011). O hibridoma de linfocitos T CD8", designado
B3Z, reconhece especificamente o epitopo SIINFEKL no contexto de H-2K® e expressa B-
galactosidase na sequéncia de activacdo, o que possibilita avaliar o reconhecimento especifico
daquele epitopo em MHC classe | através de uma reac¢do cromogénica (Shastri & Gonzalez,
1993). Assim, a capacidade de promover em células dendriticas a apresentacdo directa e
cruzada dos antigénios heterélogos podera ser avaliada para cada uma das formulacGes
utilizando, no primeiro caso, linfocitos CD4" de ratinhos OT-11 e, no segundo, linfécitos
CD8" obtidos de ratinhos OT-1 ou a linha celular B3Z.

O impacto das propriedades adjuvantes intrinsecas de cada formulacdo no
desenvolvimento de imunidade anti-tumoral podera ser também avaliado no futuro com
recurso a linhas celulares tumorais transfectadas com plasmideos codificadores de OVA,
como E.G7 (derivada da linha celular EL4 de linfoma) e B16 (linha celular de melanoma),
ambas do haplotipo de ratinhos C57BL/6 (Asprodites et al., 2008; Bettahi et al., 2009; Moriya
et al., 2010; Murata, 2008; Narayanan et al., 2011).

Com o outro antigénio modelo ja clonado no sistema, a proteina EGFP, pretende-se no

futuro avaliar se a proteina mantém caracteristicas de fluorescéncia que possibilitariam
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estudos de localizacdo intracelular dos imunogénios por microscopia. Um obstaculo a esta
pretensdo poderd ser o facto de a GFP transportada pela via Sec, o que previsivelmente
ocorrerd quando em fusdo com Oprl, ser incapaz de enrolamento no periplasma devido ao
ambiente redutor deste compartimento (Kesty & Kuehn, 2004). E possivel, contudo, que a
exposicao extracelular da proteina ou o processo de purificagdo resultem em formulagdes com
as caracteristicas pretendidas. Se tal ndo se verificar, uma alternativa a considerar sera a
clonagem, num dos vectores do sistema, da proteina vermelha monomérica 1 (mRFP1, do
inglés “monomeric red fluorescent protein”), proteina ja utilizada com sucesso por Lewenza
et al. (2006) em estudos de microscopia de fluorescéncia sobre os sinais de localizacdo de
lipoproteinas na membrana interna e externa de espécies da familia Enterobacteriaceae.

Por fim, € de salientar que o sistema desenvolvido ao longo deste trabalho, para além
das caracteristicas apresentadas e discutidas anteriormente, tem a vantagem de assentar em
metodologias hoje amplamente difundidas em laboratérios com equipamento bésico de

biologia molecular, o que possibilita 0 seu uso alargado em estudos de infecgéo e imunidade.
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