Avancos em Vacinas Contra
o Streptococcus pneumoniae

Samantha King

O Streptococcus pneumoniae (pneumococo) geralmente esta presente na naso-
faringe humana de modo assintomatico. Porém, se a relagdo entre o hospedeiro e
a bactéria permitir que o agente infeccioso se dissemine para outros locais, podem
ocorrer doencas como otite média, pneumonia, bacteremia e meningite. A otite
média é uma doenca infantil cujo pico de incidéncia ocorre entre os seis ¢ 18 meses
de idade®. Nos Estados Unidos, ¢ a segunda causa mais frequente de consultas de
criancas com idade inferior aos 12 anos, totalizando mais de 11 milhGes de atendi-
mentos por ano*. Em lactentes, isto equivale a 62 consultas por 100 mil criangas.
Em geral, a otite média ndao é uma doenca fatal, porém suas complicagdes incluem
mastoidite, meningite, perda auditiva e retardo do desenvolvimento!%!!%133:134 Além
disso, os custos sdo elevados. Estima-se que, nos EUA, o atendimento de casos de
otite média atinja valor superior a quatro bilhdes de dolares por ano''. Os custos
indiretos s3o muito mais elevados, especialmente devido aos dias de trabalho perdi-
dos pelos pais. A otite média ¢é a principal causa de prescricao de antibidticos para
criangas, contribuindo de forma importante para a resisténcia aos antimicrobianos*.
Este aumento da resisténcia dificulta cada vez mais o seu tratamento. Consequente-
mente, hd um interesse crescente pelo desenvolvimento de vacinas que previnam as
doengas pneumococicas, incluindo a otite média.

O objetivo deste capitulo é oferecer informacoes sobre as vacinas pneumo-
cocicas ja licenciadas, sua eficacia na prevencao da otite média e indicacdes para
futuros desenvolvimentos de novas vacinas. Ha poucas pesquisas sobre a eficacia
de novas estratégias vacinais contra a otite média. Assim, esta parte sera dedicada as
doengas pneumococicas em geral. Como ha grande nlimero de publicagdes referentes
a possiveis vacinas proteicas, nem todas serdo mencionados aqui. Porém, informa-
mos 0s aspectos positivos e negativos das vacinas existentes, as dificuldades para
desenvolver novas vacinas e as abordagens possiveis de vacinas futuras.

Vacinas pneumocdcicas disponiveis

Todas as vacinas atualmente licenciadas estdo baseadas nos polissacaride-
os capsulares dos pneumococos. Cada uma das cepas isoladas de pneumococos
expressa um ou mais dos 90 polissacarideos capsulares®® que sdo importante
fator de viruléncia. As cepas sem capsula t€ém poder de colonizagdo inferior ao
das encapsuladas; portanto, a capsula ¢ essencial para causar doenga invasiva® %,
Alguns tipos encapsulados t&ém maior propensdo a causar doengas, mas sua dis-
tribuigdo varia com a idade e a distribui¢do geografica™”’. A resposta imune aos
polissacarideos capsulares geralmente ¢ especifica. Ha alguns exemplos de peque-
na prote¢do cruzada, mas, em termos gerais, a imunizagdo apenas oferece protecao
contra os tipos capsulares incluidos na vacina.

A vacina pneumococica 23-valente (PPV-23) inclui a capsula purificada dos
sorotipos 1, 2, 3, 4, 5, 6B, 7F, 8, 9N, 9V, 10A, 11A, 12F, 14, 15B, 17F, 18C, 19F,
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19A, 20, 22F, 23F e 33F. Os tipos de capsula incluidos nesta vacina contém alta
porcentagem das principais cepas que ocorrem nos EUA ¢ outros paises'™. Outros
trabalhos demonstram que a imuniza¢ao com vacinas derivadas de polissacarideos
pneumococicos (PPV) tém o poder de proteger adultos contra a doenca invasiva,
mas os dados sobre a prevengdo de pneumonia em adultos sdo contraditorios’™ 76 %%
104 1L 12,114 A PPV ndo é recomendada para criangas com menos de dois anos, pois
sua eficacia ainda ndo foi demonstrada nesta faixa etaria. Na realidade, a resposta
a muitos polissacarideos ndo atinge os niveis adultos antes 8-10 anos®. Esta falta
de eficacia em lactentes, com alta probabilidade, deve-se ao fato de que estes car-
boidratos sdo independentes dos antigenos de células T, e ndo induzem a memoria
celular’'®, Os polissacarideos sdo antigenos do tipo 2, independentes do timo,
que ativam os linfocitos B, sem envolver de células CD4+, ligando-se diretamente
por crosslinking os receptores dos antigenos a superficie da célula B. A interacao
dos polissacarideos pneumocdcicos com o sistema imune nao provoca resposta de
memoria e os anticorpos gerados sdo principalmente as imunoglobulinas G2. Devi-
do a baixa resposta de criangas pequenas aos polissacarideos, ndo ¢ surpreendente
que as PPV oferegam baixa na prote¢do contra a otite média aguda (OMA )3 58118,

A eficacia limitada das PPV na populagdo com maior risco € o sucesso de
outras vacinas conjugadas, como a meningococica, levou ao desenvolvimento de
vacinas conjugadas contra os pneumococos. Ja em 1931 sabia-se que a conjugacao
de polissacarideos pneumococicos a uma proteina transportadora aumentaria a imu-
nogenicidade dos carboidratos 3. A conjugacdo a uma proteina converte os polissa-
carideos em antigenos dependentes de células T, permitindo a geragdo de memoria.

A vacina pneumocdcica 7-valente Prevnar 7® (PCV-7) inclui polissacarideos
capsulares dos sorotipos 4, 6B, 9V, 14,18C, 19F e 23F conjugados ao CRM197,
uma toxina diftérica com mutacdo. Previa-se que, nos EUA, esta vacina ofereceria
cobertura a mais de 65% dos casos de otite média e a 80% da doenga pneumocdci-
ca invasiva em criangas com menos de dois anos de idade' >, Em 2000, a intro-
dugdo da PCV-7 nos EUA causou redugao altamente significativa da colonizacao e
de doengas invasivas por sorotipos contidos na vacina'?’. Afirmou-se que resultaria
em menos consultas médicas, menor risco de otite média e de colocacdo de tubos
timpanicos**,

Os ensaios clinicos apenas mostraram pequena redugdo de 6-8% no total
de casos de otite média® 3% ¥, mas, conforme previsto, a redugdo foi muito maior
(57-67%) em lactentes. Desde entdo, foi relatado que os sorotipos da otite média
incluidos na vacina praticamente foram eliminados?'. Também foi observada redu-
¢do menor, mas significativa, na otite média causada por sorotipos com reagdo
cruzada, como, por exemplo, entre os sorotipos 6A e 19A, nio incluidos na vacina,
mas relacionados®2. Como os tipos encapsulados incluidos na vacina contém gran-
de quantidade de cepas isoladas resistentes a antibidticos, também foi detectada
redugdo das cepas resistentes na otite média®?2,

Nos primeiros anos apos a introducao da PVC-7 houve diminuig@o na porcen-
tagem de casos de otite média por S. pneumoniae e aumento concomitante de casos
de Haemophilus influenzae nao tipavel (NTHi) cepas isoladas no fluido da orelha
média®?. Assim, na época, os NTHi eram a principal causa de otite média. Mais
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tarde, observou-se aumento da colonizag¢do e doenga por pneumococos por soroti-
pos ndo incluidos na vacina. Apesar do incremento bastante modesto de otite média
pneumococica invasiva, foi detectado aumento das otites médias por pneumococos
que, segundo alguns estudos, atingiram niveis proximos aos de NTHi?!=277,

A PCV-7 foi desenvolvida especialmente para reduzir a doenga pneumo-
cocica invasiva na América do Norte, mas, como sua distribui¢do sofre variacdo
geografica, a cobertura desta vacina PCV-7 também varia. Um estudo recente,
multicéntrico concluiu que os tipos encapsulados 1 ¢ 5 de H. influenzae estao entre
os cinco principais sorotipos causadores da doenga em todos os paises™.

A PCV-10 inclui trés tipos encapsulados 1, 5 e 7F, além dos ja presentes na
PCV-7. Foi licenciada no Canada, Australia e Europa em fins de 2007 e inicio de
2008. Este licenciamento ocorreu devido a ndo inferioridade na geragdo de anti-
corpos especificos ao sorotipo e seguranca em comparagao a PCV-7, ndo sendo
inferior a ela®. Provavelmente, adicionar mais trés tipos encapsulados aumentara
a eficacia.

Na PCV-10, oito dos dez polissacarideos sdo conjugados a proteina D dos
NTHi. O polissacarideo capsular 18C ¢é conjugando ao toxoéide tetdnico e o 19F,
ao toxoide diftérico. Sua seguranga ¢ eficacia sdo comparaveis a PCV-7°°. A
conjugacio de polissacarideos capsulares a proteinas do NTHi reduz a otite
média causada por estes microorganismos®. Ensaios clinicos com a vacina
11-valente também demonstraram redugdo semelhante a PCV-7 na incidéncia
da otite média (34%).

A vacina Prevnar 13® (PCV-13) contém polissacarideos dos sorotipos encap-
sulados 3, 6A e 19A, além dos ja presentes na PCV-10. Trata-se de extensao da
PCV-7 em que os polissacarideos sdo conjugados a CRM197. Foi aprovada nos
EUA no inicio de 2010, apenas com base na seguranga e capacidade de provocar
resposta imune®*’, Provavelmente, o acréscimo de seis polissacarideos encapsula-
dos, além dos ja existentes na PCV-7, reduzira a colonizagdo e a doenga pneumo-
cocica, inclusive a otite média. Ha estudos indicando que estes seis tipos capsulares
equivalem a 23% dos pneumococos cepas isoladas na nasofaringe e 47%, na orelha
média®'. A modelagem analitica de decisdes sugere que a introdugdo da PCV-13
preveniria 16,3 milhdes de casos de otite média em 10 anos!%,

Como a PCV-13 foi introduzida ha relativamente pouco tempo, ainda € dificil
determinar se sua eficacia diminuird com o tempo. E possivel que seja observada
maior ocorréncia de otite média causada por sorotipos nao cobertos pela vacina. O
6C, um dos sorotipos pneumococicos mais comuns, atualmente encontrados com
maior freqii€ncia no fluido da orelha média, ainda ndo tem cobertura por nenhuma
das vacinas conjugadas®’. Embora possa haver alguma prote¢do cruzada, obtida
pela inclusdo do 6A na PCV -13, talvez haja aumento na incidéncia do sorotipo
6C e de outros ndo incluidos na vacina®*. Ainda nio se sabe e os sorotipos nio
incluidos na vacina podem causar otites com a mesma gravidade das cepas
contidas na vacina. Porém, dados epidemioldgicos sugerem que todos os soroti-
pos de pneumococo apresentam a mesma propensio para causar otite média
e que aqueles mais comumente encontrados apenas refletem a frequéncia da colo-
nizagao por estas cepas®. Se comprovada esta hipotese, seria necessario modificar
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totalmente as vacinas para prevenir a otite média, incluindo todas as cepas, ou
adaptando-as para areas geograficas especificas, sendo recriadas periodicamente,
para obter protecdo contra a maioria das doengas invasivas. Estd claro que serad
necessario monitoramento continuo do numero de casos desta doenga e dos soro-
tipos envolvidos.

Uma desvantagem comum as PCV ¢ sua alta complexidade de produgéo e o
prego elevado. Isto limitou sua disponibilidade, globalmente. Estudos para aumen-
tar sua relagdo custo/beneficio ja estdo sendo realizados. Isto permitiria a inclusdo
de maior numero de polissacarideos capsulares. A alternativa seria fabricar vacinas
com componentes que protegem contra todas as cepas de pneumococos.

Outras abordagens as vacinas

Varias estratégias que potencialmente poderiam gerar protegdo contra todas
as cepas de pneumococos ja foram pesquisadas em modelos animais. Sua eficicia
em humanos ainda nao foi demonstrada.

Células bacterianas inteiras inativadas

Aqui sdo usados pneumococos inativados, mortos. Desde 1920 ja se sabe
que imunizagdo com pneumococos inativados pode oferecer protecao contra infec-
¢Oes'd. As pesquisas atuais avaliaram cepas ndo encapsuladas, a fim de maximizar a
exposigdo aos antigenos mais provavelmente presentes no local’>. Quando camun-
dongos foram expostos a imunizagao por inoculacdo intranasal de células bacteria-
nas inteiras inativadas, conjugadas a toxina da célera houve reducao significativa
da colonizagdo nasofaringea e da presenca de pneumococos na orelha média e
septicemia’ 7*. Uma pesquisa independente mostrou que a imunizagdo parenteral
ou via mucosa com bactérias inativadas oferece prote¢do contra bactérias inocu-
ladas na orelha média de ratos®. As evidéncias sugerem que, diferentemente das
vacinas licenciadas que atuam por mediagdo de anticorpos, a prote¢do obtida pela
inoculacdo intranasal de bactérias inteiras, inativadas, depende de células T CD4+,
mas ndo independe de anticorpos”™. A imunidade ndo foi afetada pela auséncia de
anticorpos, mas foi anulada em camundongos sem receptores de CD4 ou IL-17A,
sugerindo que a protegdo ¢ mediada por células CD4+ e TH17% 7,

As pesquisas iniciais de vacinas com agentes bacterianos inteiros inativados
usaram cepas expressando a pneumolisina e adjuvantes ndo viaveis para uso em
seres humanos. Como a pneumolisina ¢ citotoxica, foram realizados mais estudos
para demonstrar que bactérias expressando um derivado inativo ainda podem
oferecer prote¢do contra a colonizagdo pneumocdcica’!. Outros adjuvantes e vias
de administragdo também demonstraram eficacia®’- ¢ 7% 7!, A protegdo fornecida
por células bacterianas inteiras inativadas ¢ observada mesmo quando os animais
sdo expostos a diferentes tipos de capsulas de pneumococos’. Provavelmente esta
protecdo ¢ devida a apresentagdo de multiplos antigenos conservados. Sua presen-
¢a provavelmente ¢ vantajosa, mas ¢ possivel que alguns dos antigenos possam
interferir com a protegdo, por serem imunodominantes, mas ndo protetores. Outra
preocupagao é que muitos produtos de seus genes sdo altamente conservados em
espécies relacionadas, como estreptococos. Muitas destas espécies sdo comensais
em seres humanos e nao se sabe se o uso de vacinas pneumococicas com células
inteiras afetard sua distribui¢do, ou a saide humana de modo imprevisto.
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Apesar dos possiveis problemas, ainda ha interesse no desenvolvimento de
vacinas pneumocdcicas provenientes de células inteiras inativadas, especialmente
para uso em paises em desenvolvimento. Isto se deve ao custo relativamente baixo
de produgdo e a possivel protecdo contra varias espécies. H4 uma parceria entre
o grupo de pesquisa realizando estes estudos, o Programa para Tecnologia Apro-
priada em Saude (PATH) e o Instituto Butantan (Brasil) para iniciar ensaios em
humanos da vacina de células inteiras inativadas por calor’!. A vacina com células
inteiras ja foi produzida segundo as normas de Boas Praticas de Fabricagcdo (GMP)
e os ensaios de Fase I foram iniciados no final de 20118
Vacinas com agentes vivos atenuados

Esta estratégia imunizaria através da inoculagdo intencional de cepas atenua-
das que poderiam colonizar as vias aéreas, sem causar doenga. Em camundongos,
a administra¢do de dose tnica de cepa atenuada, sem adjuvante, ofereceu protegao
significativa apds exposigdo intranasal as bactérias!®. Além disto, a imunizagdo
reduziu significativamente a carga bacteriana na nasofaringe. A protegdo ainda
era significativa apds exposigdo a uma cepa de configuragdo genética diferente!®,
Como os pneumococos sofrem mutacdes, uma preocupacdo valida ¢ a possibili-
dade de geragdo de cepa virulenta por recombinagdo entre as bactérias usadas na
vacina e o DNA de estreptococos residentes. Este problema poderia ser evitado
pelo uso de mutante ndo transformavel. As mesmas cautelas valem para vacinas
inativadas de célula inteira, incluindo possiveis antigenos ndo protetores e alta
conservacdao de moléculas imunogénicas em diversas espécies de estreptococos.
Apesar do sucesso inicial em animais, pode ser dificil convencer as agéncias regu-
ladoras de que a inoculagdo de pneumococos vivos, mesmo que atenuados, ¢ um
procedimento seguro.

Proteinas pneumocdcicas candidatas

E objeto de grande atenc¢iio avaliar se as proteinas pneumocoécicas sio
capazes de proteger contra a colonizagio e a doenca. Varias estratégias de vaci-
nagdo utilizariam estas proteinas: uma combinagdo de proteinas pneumococicas
poderia ser usada como vacina e uma ou mais proteinas poderiam ser conjugadas
ao polissacarideo capsular, como ocorre na CRM197 e na proteina D do NTHi,
atualmente usadas em vacinas licenciadas; as proteinas pneumococicas também
poderiam ser oferecidas através de vacina recombinante viva, atenuada. As prote-
inas sdo consideradas antigenos dependentes das células T e, portanto, deveriam
ser altamente imunogénicas, capazes de provocar memoria imunogénica até em
lactentes.

Qualquer proteina alvo selecionada devera ser imunogénica, mas varios
outros fatores devem ser levados em consideracdo ao selecionar as proteinas pneu-
mocdcicas a serem incluidas na vacina. Sem duvida, seria vantajoso usar proteinas
pneumococicas associadas a superficie, ja que isto permitiria eliminar as bactérias
por opsonofagocitose. A sele¢do de proteinas candidatas, que desempenham papel
fundamental na patogénese destas bactérias, podera neutralizar a atividade des-
tas moléculas. Uma das maiores limitagdes das vacinas contra pneumococos
atualmente existentes é que fornecem protecio a determinados sorotipos.
Para garantir que vacinas protéicas atinjam uma protecdo ampla contra a
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espécie, ¢ importante que todas as proteinas candidatas contenham antigenos
expressos por todas as cepas de pneumococos, suficientemente conservados
para permitir a criacdo de anticorpos com protecio cruzada. Conforme ja
descrito para as vacinas com células inteiras inativadas, muitos produtos génicos
dos pneumococos s3o muito bem preservados em espécies relacionadas; portanto,
o uso destes produtos génicos pode levar a eliminagdo de comensais, com efeitos
ndo previsiveis a satide humana>. Além disto, se houver alelos diferentes nestes
locus em estreptococos recombinantes relacionados, poderia ocorrer criagdo de
pneumococos aos quais os anticorpos gerados pela vacina ndo conseguem se ligar.
As proteinas que, conforme estudos, também s3o codificadas por estreptococos,
incluem muitos candidatos a produ¢@o de vacinas, incluindo pneumolisina, PspA,
PspC, PhtD, MALX, PsaA, PiaA, PiuA e NanA.

Discute-se se a prevengdo de todas as colonizag¢des, como resultado das
vacinas, seria um beneficio ou maleficio ao hospedeiro humano. Alguns autores
pensam que as bactérias sdo comensais que ocasionalmente causam doenga e que
sua erradicacdo completa abriria espaco a outras bactérias patogénicas. Outros
acreditam que a colonizag¢@o por pneumococos ndo tem nenhum objetivo biologi-
co e sua erradicacdo das vias aéreas permitiria que outros comensais verdadeiros
ocupassem o nicho.

Ha intimeras proteinas pneumocdcicas ja investigadas como possiveis candi-
datas em modelos animais. Aqui oferecemos uma pequena visdo geral dos alvos
mais estudados. E dificil comparar diretamente a possivel eficicia dos diversos
alvos, principalmente devido ao uso de diferentes espécies de camundongos, dife-
rentes vias de administragdo e protocolos variados, além de doses e cepas bacteria-
nas diversas. Além disto, estudos em roedores fornecem indicagdes valiosas sobre
o provavel efeito da imunizagdo com os antigenos protéicos selecionados, o que
ndo necessariamente se traduz em protegdo de seres humanos.

Pneumolisina

A pneumolisina, uma hemolisina tiol-ativa encontrada na maioria das cepas
de pneumococos, ¢ antigénica no homem>*3. Sua propriedade mais conhecida ¢é
a capacidade de formar poros nas membranas celulares'?, mas esta proteina con-
tribui para a patogénese através de multiplos mecanismos, incluindo ativa¢do de
complemento, ruptura das jungdes entre as células epiteliais e inibicdo do batimen-
to ciliar® 19 115 E secretada em algumas situagdes de crescimento e sua ligagdo
a parede celular foi recentemente descrita como sendo do tipo ndo covalente®.
Como nao tem sequéncia de sinal reconhecivel nem padrio repetitivo de aderéncia
a parede celular, seus mecanismos de associagdo celular ainda sdo desconhecidos.
Devido a importancia da pneumolisina como determinante da viruléncia, este anti-
geno ¢ amplamente analisado nas pesquisas de vacinas.

A maioria dos ensaios em animais, usando a via intranasal ou intraperitoneal
demonstra aumentos significativos no tempo de sobrevida, mas ainda ndo esta
claro se a pneumolisina confere uma sobrevida significativamente mais longa ou
ndo''%. Por outro lado, modelos de exposi¢do endovenosa mostram que a pneumo-
lisina ndo confere protegdo significativa. Devido a sua toxicidade, uma toxina ina-
tivada da pneumolisina, ainda imunogénica, teria que ser usada na vacinagdo®. Um
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dos possiveis problemas com o uso da pneumolisina como antigeno em vacinas é
a possibilidade de doengas autoimunes, devido a semelhanca com a sequéncia da
proteina C reativa humana’.

Proteinas que se ligam a colina

As proteinas que se ligam a colina pertencem a uma familia de proteinas
modulares localizadas na superficie celular dos pneumococos; varias foram con-
sideradas candidatas ao uso em vacinas. A proteina superficial pneumococica
A (PspA) foi a mais estudada como candidata a uma vacina protéica. Participa
da patogénese do pneumococo ao contribuir para a inativagdo do complemen-
to!0L102110 Sey gene codificador estd presente em todas as cepas € a proteina € anti-
génica em seres humanos'>*, Sabe-se que a imuniza¢do humana com PspA pode
gerar anticorpos protetores e que o soro de pessoas vacinadas é capaz de proteger
camundongos da doenga'>3*, Foi demonstrado que a imunizagdo de ratos com a
PspA ¢ capaz de conferir protegao significativa quando da exposi¢do aos patdgenos
em modelo de otite média'?®. Além disto, esta imunizagdo também pode oferecer
protecdo significativa contra a colonizacdo e a doenga invasiva apos exposi¢ao a
cepas homoélogas'®. Apesar das pesquisas demonstrarem que a exposi¢do a cepas
homoélogas confere protecdo significativa, a imunizagdo contra cepas heterdlogas
¢ variavel'”. Presume-se que isto se deve a grande variabilidade nas sequéncias
desta proteina®.

A incapacidade do alelo de uma PspA fornecer protecao cruzada contra todos
os outros alelos sugere que seria necessario incluir varios alelos na vacina. Outro
problema que poderia limitar a inclusdo da PspA em vacinas pneumocdcicas €
sua semelhanga estrutural com a miosina e outras proteinas eucarioticas®. Ja foi
relatado que os anticorpos contra a PspA apresentam reagdo cruzada com tecidos
humanos.

A proteina C da superficie pneumocdcica (PspC, também denominada CbpA,
SpsA, PbcA, Hic) participa na adesdo bacteriana as células endoteliais ativadas e
na evasdo do complemento®3>107:13L132 ' A imunizagdo de camundongos com PspC
oferece protegdo significativa contra morte em modelo de septicemia e reduz a
carga bacteriana na nasofaringe*!¢, apesar de néo proteger contra todas as cepas’.
O gene que codifica a PspC esta presente em todos os pneumococos e a proteina
¢ antigénica em seres humanos*>>°, apesar de sua grande diversidade. Provavel-
mente sempre esta ligada a superficie, mas os mecanismos de aderéncia variam
nas diferentes cepas. A parte terminal C de algumas moléculas da PspC contém
sequéncias repetidas ricas em colina; em outras, esta aderida a superficie através de
mecanismo dependente da sortase. Devido as diversas sequéncias possiveis, ndo se
sabe se os anticorpos oferecem protecdo cruzada a todas as sequéncias®’. Também
se desconhece se a interacdo da PspC com elementos do sistema imunolédgico (C3,
fator H e plgR) causara efeitos adversos, caso esta proteina seja usada em imuni-
zacdo de seres humanos''®.

Dados recentes sugerem que uma regido de conservacdo entre PspA e PspC
poderia ser usada como antigeno em vacinas. Trata-se de repeti¢do rica em prolina
encontrada na parte terminal C de todas as proteinas PspA e PspC. Esta regido é
mais conservada do que as areas terminais N com hélices alfa em ambas as pro-
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teinas, sendo imunogénica no homem*>*, A imuniza¢do com esta parte rica em
prolina ofereceu protegéo significativa contra a doenga pneumococica invasiva®’. As
pesquisas reforgam a hipotese de que a PspA age como alvo eficaz do anticorpo pro-
tetor, mas ainda ndo esta claro se isto também vale para a PspC. Estes dados talvez
expliquem porque a PspC nem sempre ¢ protetora. Pesquisas iniciais, demonstrando
protegdo significativa, usaram molécula proteica incluindo a repeti¢do da sequéncia
rica em prolina; ensaios usando apenas a regido terminal N, sem esta sequéncia de
prolina, ndo mostraram prote¢do contra cepas heterdlogas'®*. O uso desta regido
preservada, rica em prolina, como antigeno podera diminuir a apreensdo de que
alelos multiplos de PspA tenham que ser usados como antigenos em vacinas.
Proteinas necessarias a separacao celular B (PcsB)

A PcsB ¢ proteina de superficie essencial a divisao celular dos pneumoco-
cos*¥2, A presenga de sequéncias de aminoacidos repetidas e conservadas sugere
que desempenha algum papel no metabolismo de peptideoglicanos, mas, apesar
de haver dados sugestivos de que ha modificacdes na estrutura da parede celular,
a fung@o exata das PcsB ainda nao foi estabelecida. O gene codificador da PcsB é
parte do genoma central, sendo altamente conservado e expresso em todas as cepas
testadas*?. A imunizagdo de camundongos com PcsB ofereceu protegéo significa-
tiva contra a doenga invasiva e reduziu a carga bacteriana pulmonar®?, Também
reduziu significativamente a carga bacteriana no modelo de pneumonias.

Familia de proteinas pneumocdcicas: a triade de histidina (Pth)

Esta familia de proteinas é composta de quatro proteinas superficiais dos
pneumococos (PhtD, PhtE, PhtB e PhtA) que sdo imunogénicas no homem'. Sao
denominadas de acordo com um padrio de sequéncias de aminoacidos com seis
sequéncias de triades de histidina contidas em cada uma delas (HxxHxH)'. Sua
fun¢do ainda ndo estd bem definida, mas a avaliacdo de seu genoma sugere que
desempenham papel na infeccdo pulmonar e estudos moleculares indicam que
podem remover iodo e zinco*® '%. Apenas a PhtD estd altamente conservada e
codificada em todas as cepas de pneumococos, sendo, portanto, a candidata mais
provavel para vacinas®'®*, A imunizag¢do com PhtD protege contra a exposi¢ao letal
intraperitoneal e intranasal a multiplas cepas. Também reduz significativamente a
carga bacteriana durante as fases de colonizagdo ¢ pneumonia focal®*,

Proteina serina/treonina quinase P (StkP)

A StkP ¢ uma proteina da superficie, altamente conservada, expressa por
quase todas as cepas de pneumococos testadas, sendo imunogénica no homem®*.,
A proteina e sua fosfatase (PhpP) formam um par funcional que participa da fos-
forilagdo e desfosforilagdo de varias proteinas pneumocdcicas®’. As mutagdes da
StkP tém forma alongada com septos menos proeminentes, sugerindo que participa
da divisdo celular®’. Outras pesquisas demonstram que a StkP esta localizada nos
septos e fosforila FtsZ*'. A imunizagdo com StkP oferece protegéo variavel contra
a septicemia, mas aumenta a sobrevida significativamente*?. Também reduz a carga
bacteriana pulmonar. Trés dias apds a exposi¢do, 0s pneumococos estavam abaixo
do limite de detec¢@o em pelo menos 50% dos animais, sendo pelo menos tao efi-
caz como a PCV-7 neste modelo*?. No entanto, a imunizagdo com SktP ndo oferece
protecdo contra a colonizagido®’.
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Proteinas transportadoras de ATP ABC (cassete de ligacao de ATP)

As proteinas transportadoras pneumococicas ABC pertencem a uma das
familias protéicas de maior distribuigdo. Esta familia inclui as importadoras e as
exportadoras de uma gama ampla de substratos. Na superficie das bactérias Gram
-positivas importadoras ABC ha uma proteina de ligacdo associada ao substrato.
Varias proteinas pneumococicas que se ligam ao substrato ja foram investigadas
como possiveis candidatas a vacinas.

MALX

MALX ¢ o substrato que se liga ao transportador de maltooligossacarideos.
Esta proteina é expressa por todos os pneumococos ¢ ¢ imunogénica no homem®*.
Um estudo evidenciou que a imunizagdo com MALX ndo protege contra a doenga
invasiva*’, mas outro trabalho demonstrou protecao significativa contra a coloniza-
¢ao®. Esta protegdo ¢ mediada por um mecanismo dependente de CD4+ e IL-17.
Embora a vacina ideal proteja contra a colonizagdo e a doenga invasiva, a redugéo
da colonizagdo, sem duvida, reduzira as taxas de doenga pneumococica e é possivel
que a MALX seja usada como componente da vacina.

Adesina de superficie pneumocécica A (PsaA)

Todos os pneumococos codificam a proteina PsaA, altamente conservada,
que ¢ a proteina de ligacdo do substrato ao transportador pneumocdcico de man-
ganés® ' Como sugerido por seu nome, esta proteina provavelmente também
desempenha algum papel na aderéncia bacteriana’. A imuniza¢ao com PsaA ofere-
ce protecdo significativa contra a coloniza¢do'¥, mas as pesquisas sobre proteg¢do
contra doenga invasiva apresentam resultados diversos''’. Estes dados podem
refletir diferencas na exposi¢ao do PsaA na superficie celular das bactérias, devido
a diferengas na expressdo capsular. A possibilidade de exposi¢do de um alvo na
superficie desta bactéria afeta especialmente as proteinas de ligagdo ao substrato,
ja que estdo localizadas bem proximas a parede celular. Nao ha ensaios verificando
se a imunizag¢do com PsaA protege contra a otite média, mas titulos mais elevados
de anticorpos contra PsaA em criangas com mais de nove meses de idade estdo
correlacionados com menor risco de colonizagdo progredindo para a otite média.
Porém, os niveis mais elevados de anticorpos contra PsaA em lactentes com idade
inferior a seis meses estdo associados a maior risco de otite média®>*.

Duas proteinas transportadoras de ferro ligadas ao substrato, PiaA e PiuA,
também foram consideradas candidatas. Estas proteinas sdo codificadas por
todas as cepas de pneumococos, sdo muito bem conservadas e imunogénicas no
homem®>!241%5, A imuniza¢ao com combinagdo de PiuA e PiaA conferiu proteg¢do
significativa contra a exposigdo a bactérias em modelo de estudo de pneumonias®’.
Brown et al. (2001) demonstraram que a imunizagdo contra estas proteinas pode
oferecer protecéo significativa contra a infecgdo sistémica (PiuA > PiaA)!”. Porém,
outros estudos sugerem que esta prote¢cdo pode depender da cepa e que, apesar da
alta conservacdo da sequéncia, a protecdo cruzada ndo é necessariamente obtida®’.
Glicosidases

O S. pneumoniae é capaz de manipular as estruturas de glicano do hospedeiro
através das glicosidases associadas a sua superficie (ver revisdo de King 2010°").
Varias glicosidases foram investigadas como possiveis candidatas. A glicosidase
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que recebeu, indevidamente, mais atencdo ¢ a neuraminidase NanA. Ela cliva
o acido sialico terminal da estrutura de glicano do hospedeiro e acredita-se que
desempenha um papel na aderéncia, competicdo entre espécies, crescimento e
evasdo do sistema imunologico®. O gene codificador da NanA esta presente em
todos os pneumococos € a proteina ¢ imunogénica no homem® !>, A imunizagdo
de chinchilas com NanA recombinante reduziu a carga bacteriana e o tempo de
colonizac¢do''. A mesma tendéncia foi observada na otite média, mas a redu¢io
ndo foi significativa®®. Entretanto, uma diminuigao significativa da carga bacteriana
foi vista na orelha média, ap6s imunizagdo com NanA nativa purificada, mas as
proteinas contaminantes podem ter contribuido para esta protegao.

Os estudos em lactentes ndo demonstraram correlag@o entre os niveis de anti-
corpos contra NanA e o risco de otite média''®. Estudando camundongos expostos
a uma dose intranasal letal, verificou-se aumento pequeno, mas significativo, no
tempo de sobrevida®”. Embora o gene que codifica a NanA esteja presente em todas
as cepas, ha regides com grande variabilidade®?. Ainda néo se sabe se a imunizagdo
com um unico alelo ¢ capaz de proteger contra todas as cepas pneumococicas.
Também ndo estd claro se o genoma sequenciado da cepa TIGR4 esta truncado,
resultando na expressdo e secre¢do de uma proteina truncada'®. Apesar desta
alteragdo ndo ser observada em outras 100 cepas isoladas de amostras clinicas,
ndo se sabe se esta mutagdo estd presente em outras cepas ou se ela compromete a
capacidade da TIGR4 de formar colonias ou causar doengas no homem®. Quando a
associagdo a superficie nao for necessaria, o uso de NanA como antigeno na vacina
podera levar a uma pressao de selecao das cepas sem NanA na superficie.
Vacinas recombinantes com microorganismos vivos atenuados

Outra abordagem as vacinas protéicas € oferecer as proteinas pneumocdcicas
expressas de modo recombinante em outras bactérias vivas. Ha dois métodos para
criar vacinas recombinantes vivas ou atenuadas. Os Lactococcus lactis foi modi-
ficado para expressar proteinas pneumococicas € as pesquisas demonstraram que
a imunizag¢do com esta vacina recombinante pode oferecer protegao significativa
contra pneumonia ¢ doenga invasiva’'22. E importante ressaltar que, apesar da
presenca de anticorpos contra as proteinas pneumococicas, eles ndo responderam
aos Lactococcus lactis. A segunda estratégia usa salmonelas vivas, atenuadas,
para expressar as proteinas pneumococicas. Uma cepa recombinante ndo viru-
lenta de Salmonella enterica expressando PspA ofereceu protegdo significativa
a camundongos inoculados com proteina intraperitoneal de cepa homologa®. As
pesquisas com estruturas semelhantes também ofereceram protegdo significativa
contra pneumonia’*®. As cepas de Salmonella enterica foram modificadas para que
a oferta de antigenos fosse mais eficaz. Estas modificagdes incluem sua atenuagio
retardada, permitindo niveis mais elevados de expressao dos antigenos, secrecao de
proteinas pneumococicas para maior antigenicidade, sintese retardada de antigenos
e geracdo de mecanismos independentes de antibidticos para a manutengao dos
plasmideos®” >7¢¢123 Um ensaio clinico de Fase I sobre a seguranca e tolerabilidade
de salmonelas expressando PspA estd em andamento®!. Vesiculas da membrana
externa sdo secretadas pela maioria das bactérias Gram-negativas, inclusive a
Salmonella enterica. As vesiculas de cepas de salmonelas que expressam derivado
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periplasmatico de PspA contém esta proteina em sua luz*2. A inoculagdo intranasal
destas vesiculas ofereceu protecao significativa contra a exposi¢ao letal a pneumo-
cocos. Esta prote¢ao ¢ muito maior do que a obtida com quantidades equivalentes
de PspA livre administradas pela mesma via. Estes dados sugerem que as vesiculas
poderiam ser usadas para a criagdo de vacina contra 0s pneumococos.
Combinacio de proteinas pneumocdcicas

Varias pesquisas demonstram que uma unica proteina pneumocdcica rara-
mente ¢ tdo eficaz como a PCV-7. Varios estudos demonstraram que a combinagao
de proteinas pneumocdcicas aumenta a eficacia das vacinas'!7-8%%_ Por exemplo,
a combinagao de toxdide de pneumolisina, PspA e PspC ofereceu protegao signifi-
cativamente maior a exposi¢ao intraperitoneal do que a administragdo das proteinas
isoladamente®. Um ensaio recente mostrou aumento significativo da sobrevida em
primatas do género macaca imunizados com toxoide de pneumolisina e PhtD, em
modelo de pneumonia®. Em conjunto, estas pesquisas sugerem que as vacinas
protéicas incluirao varias proteinas. A incorporagdo de varias proteinas podera
ajudar a prevenir escapes por diversidade genética das proteinas ou recombinagio
dos genes com os de estreptococos relacionados. Além disto, a geracao de anti-
corpos contra varias proteinas pneumococicas pode inativar muitos fatores
de viruléncia. A expressao das diferentes proteinas pneumocdcicas € variavel em
diversos hospedeiros e, portanto, a inclusfo de varios antigenos protéicos podera
auxiliar na protecao contra diversos estagios da doen¢a. Um beneficio adicional
da inclusdo de maior numero de antigenos protéicos ¢ a possibilidade de inativagdo
de fatores multiplos de viruléncia. Outro beneficio da inclusao de varios antige-
nos é que poderiam ser selecionados para diferentes mecanismos de protecio,
especialmente respostas mediadas por IL-17 ou anticorpos.

Uma nova vacina pneumocdcica oferecera proteciao contra a otite média?

Ha evidéncias sugerindo disfun¢do imunoldgica em pacientes com otite
média, mas ndo estd claro se a vacina baseada em proteinas pneumococicas ofe-
recera protecdo a criangas predispostas a doenga. Ha resultados conflitantes sobre
se as criangas predispostas a otites t€ém titulos mais baixa de anticorpos contra os
determinantes de viruléncia das proteinas e polissacarideos capsulares apds infec-
¢lo natural®® 3% 5% 128 Assim, é possivel que a exposi¢io ao S. pneumoniae em
criancas predispostas provoque uma resposta imune adaptativa mais fraca.
Alguns estudos demonstram que as respostas adequadas ocorrem nestas
criancas predispostas a otites apds imunizacdo com vacinas conjugadas. A
hipotese de que a producio de vacinas com cobertura mais ampla possa ofe-
recer protecio a estas criancas parece logica> !> %,

Resumo

Esta claro que novas vacinas s3o necessarias para prevenir ou reduzir sig-
nificativamente a otite média causada por pneumococos. Se for confirmado que
cepas de pneumococos que causam otite média sdo apenas um reflexo daque-
las que colonizam a nasofaringe, teremos que prevenir a colonizacdo para
evitar o surgimento da otite média. Inimeras vias estdo sendo exploradas para a
proxima geracdo de vacinas pneumococicas. Apesar da otite média ndo ser a doen-
¢a pneumocdcica mais grave, causa grande morbidade e custos elevados em todo
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o mundo. Mesmo com o interesse em desenvolver vacinas para prote¢do contra
pneumococos ¢ otite média, hd poucas pesquisas avaliando a eficacia de vacinas
candidatas em modelos relevantes. Provavelmente isto se deve parcialmente as
dificuldades associadas aos modelos animais. Como as PCVs sdo muito usadas
em paises desenvolvidos, provavelmente seria mais facil obter licenga para modi-
ficagdes das formulagdes ja existentes. Uma colaboragdo entre a GlaxoSmithKline
¢ a PATH estuda a eficacia da vacina PCV-10; o conjugado ¢ uma proteina pneu-
mococica, ainda ndo revelada®'. Para estas vacinas, bastaria a demonstrar que sua
imunogénese e seguranca sao equivalentes as ja existentes, mas novas vacinas pro-
vavelmente requerem demonstragdo de eficacia em sujeitos ja vacinados com PCV.
Devido ao numero reduzido de casos, seriam necessarias coortes muito grandes e
seria dificil demonstrar aumento da eficacia. Portanto, ¢ provavel que a préxima
geracao de vacinas use polissacarideos pneumococicos capsulares conjugados
a proteinas de pneumococos. O uso experimental de modelos de colonizagdo
em seres humanos também poderia ser usado para avaliar novas vacinas contra
esta colonizagdo, em coortes de tamanho razoavel®. Ainda ndo esta claro quais
proteinas pneumococicas serdo selecionadas e se os modelos observados em roe-
dores serdo aplicaveis ao homem. Um dos problemas com muitos destes antigenos
protéicos € que podem ser afetados pela colonizagdo com estreptococos relaciona-
dos e que esta alteracdo da flora normal poderia causar efeitos imprevisiveis sobre
a saude humana. Apesar das pesquisas em andamento buscarem aumentar a relagdo
de custo-beneficio, disponibilizando estas vacinas a mais paises, podera haver mer-
cado para vacinas mais baratas ¢ mais faceis de administrar, como as de células
inteiras inativadas ou com proteinas antigénicas. Apesar das inimeras duvidas e
fatores desconhecidos no desenvolvimento de vacinas contra os pneumococos, esta
claro que ainda ha muita pesquisa a ser realizada, antes que possamos reduzir os
maleficios da otite média pneumocdcica.
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