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Resumo

SCHUCH, Rodrigo A., Novos adjuvantes: determinacdao do perfil
imunomodulador do polissacarideo xantana produzido por Xanthomonas
arboricola pv. pruni 106. 2017. 62f. Dissertacdo (Mestrado) - Programa de POs-
Graduacao em Biotecnologia. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

O sucesso na producdo de vacinas seguras, eficazes e que geram memoria
imunologica esta diretamente relacionado com a caracteristica do adjuvante,
responsavel por aumentar e/ou modular a resposta imune. Varios compostos
apresentam atividade adjuvante, incluindo polissacarideos, os quais desempenham
papeis importantes na resposta imune. Dentre eles, destacamos a goma xantana, um
polissacarideo que é produzido pelo género Xanthomonas spp., uma bactéria
fitopatogénica. Esse polissacarideo vém sendo explorado por possuir propriedades
adjuvante. Porém, aspectos relativos ao seu mecanismo imunomodulador
permanecem inexplorados. Assim, o presente estudo avaliou a resposta imunolégica
induzida pela goma xantana associada com antigeno proteico modelo, a ovalbumina
(OVA), em camundongos BALB/c imunizados subcutaneamente. Sete animais por
grupo foram divididos em: OVA-xantana (0,5% v/v), OVA-Alhydrogel (15% v/v), OVA-
salina e salina. Apés o regime de imunizacéo, foi avaliada a producdo de anticorpos
(IgG1, 1gG2a, IgG2h, e 1gG3) e citocina IFN-y em esplendcitos através de ensaio
ELISA indireto. Além disso, foi investigada a citotoxicidade in vitro da xantana (0,1 a
1% v/v) em linhagem celular de fibroblastos de embrido de camundongo NIH/3T3, pelo
ensaio de MTT e ensaio de captura de iodeto de propidio. Os camundongos
imunizados com ovalbumina-xantana exibiram maiores respostas de anticorpo IgG1
comparado aos imunizados com ovalbumina sem adjuvante (P<0,05). Além disso, o
polissacarideo xantana foi capaz de aumentar a producdo de IFN-y (P<0,05) e néo
apresentou efeitos de citotoxicidade em células de fibroblastos de camundongos
NIH/3T3, demonstrando o potencial da utilizacdo da xantana como adjuvante vacinal
combinado com antigenos proteicos.

Palavras-chave: Vacinas, goma xantana, ovalbumina, resposta imunoldgica.



Abstract

SCHUCH, Rodrigo A. New adjuvants: determination of the immunomodulatory
profile of xanthan polysaccharide produced by Xanthomonas arboricola pv.
Pruni 106. 2017. 62f. Dissertacdo (Mestrado) - Programa de Pds-Graduagcdo em
Biotecnologia. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

The successful production of new, safe and effective vaccines that generate
immunological memory is directly related to adjuvant feature, which is responsible for
increasing and/or modulating the immune response. Several compounds display
adjuvant activity, including carbohydrates. One such carbohydrate is xanthan gum, a
polysaccharide that is produced by the plant pathogenic bacterium Xanthomonas spp.
This polysaccharide has been explored for having adjuvant properties. However,
aspects related to its immunomodulatory mechanism remain unexplored. This study
evaluated the immune response induced by xanthan gum associated with ovalbumin
(OVA) in BALB/c mice, that were subcutaneously immunized. Seven animals were
divided into: OVA-xanthan (0.5% v/v), OVA-Alhydrogel (15% v/v), OVA-saline and
saline. After the immunization regimen, the antibody production (IgG1, 1gG2a, 1gG2b,
and 1gG3) and assessed the levels of INF-y in the splenocyte culture using ELISA
indirect. Furthermore, we investigated in vitro cytotoxicity of xanthan (0.1-1% v/v) in
the embryo fibroblasts cell line of the NIH/3T3 mouse by MTT assay and propidium
iodide uptake assay. The mice immunized with ovalbumin plus xanthan gum exhibited
higher antibody 1gG1 responses than those immunized with the ovalbumin without
adjuvant. Furthermore, the xanthan polysaccharide was capable of increasing the
immunogenicity of antigens by producing INF-y and did not exhibit cytotoxicity effects
in NIH/3T3 mouse fibroblast cells, demonstrating the potential of using xanthan as a
vaccine adjuvant combined with protein antigens.

Keywords: Vaccines, xanthan gum, ovalbumin, immune response.
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1. INTRODUCAO GERAL

A vacinacdo é uma das estratégias mais efetivas na prevencao e erradicacao
de doencas infeciosas, sendo responséavel por promover o aumento da expectativa de
vida e indiretamente a diminui¢cdo da pobreza em paises de baixa renda (Rappuoli et
al. 2011). As vacinas tradicionamente compostas por micro-organismos atenuados ou
inativados costumam ser efetivas e protetoras, pois possuem as propriedades do
patébgeno preservadas (Lee & Nguyen 2015). Porém, devido a consideragbes de
seguranca, hovas vacinas estdo sendo desenvolvidas a partir de antigenos
purificados, 0s quais sdo, na maioria das vezes, fracos imunégenos (Guy 2007).

Nas ultimas décadas, pesquisas na area da vacinologia vém apontando como
alternativa a utilizacdo de particulas virais ou subunidades de antigenos
recombinantes como promissoras tecnologias, tanto para uso profilatico, quanto
terapéutico (Reed et al. 2013). Porém, a imunizacdo com antigenos purificados
normalmente resulta na inducdo de uma resposta imunoldgica baixa em termos de
anticorpos e mediada por linfocitos T, indispensavel para geracdo de memoria
imunoldgica contra patégenos (De Gregorio et al. 2013).

Nesse sentido, existem 0s adjuvantes, compostos capazes de aumentar e/ou
modular a imunogenicidade de um antigeno particular. O termo adjuvante deriva de
adjuvare, do latim, "socorrer" ou “reforcar” (Reed et al. 2009). Existe uma variedade
de compostos com propriedades adjuvantes (sais minerais, emulsdes,
microparticulas, saponinas, componentes microbianos e lipossomas), 0s quais
exercem suas funcdes através de diferentes mecanismos de acéo (Reed et al. 2013;
Guy 2007; Awate et al. 2013). Entre os mecanismos de acdo, as caracteristicas
compartilhadas por esses compostos incluem: (1) aumentar a estabilidade biolégica
das vacinas, (2) aumentar a captura de antigeno pelas células apresentadoras de
antigeno (APCs), (3) ativar APCs maduras (por exemplo, células dendriticas), (4)
induzir a producdo de citocinas imunorreguladoras, (5) ativar inflamossoma e (6)
induzir inflamagéo local, incluindo recrutamento de células (Coffman et al. 2010;
Pasquale et al. 2015).

Em conjunto, essas caracteristicas resultam em importantes pontos na
eficiéncia das vacinas, como: reducdo na quantidade de antigeno e doses

administradas, modulacdo correta da imunidade e estimulo da protecdo e
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soroconversdo em populagbes especiais (idosos, individuos imunocomprometidos,
pessoas com doencgas crbnicas e recém-nascidos) (Rappuoli et al. 2011; Apostélico
et al. 2016).

Apesar de diversas formulacfes se encontrarem em estagios avancados de
desenvolvimento e licenciamento, apenas alguns conseguem satisfazer os requisitos
minimos de seguranga exigido nos testes clinicos (Christensen 2016). Sendo
majoritariamente utilizados de forma empirica, muitas vezes desencadeiam efeitos
indesejaveis, principalmente rea¢des adversas como granulomas e abscessos (Mbow
et al. 2010).

As estruturas compostas por carboidratos desempenham papéis criticos no
sistema imunoldégico, possuindo um histérico de seguranca e tolerabilidade devido a
facil biodegradacdo e biotransformacdo (Rey-Ladino et al. 2011). Diversos
polissacarideos originados de plantas e micro-organismos vém sendo testados como
potenciais adjuvantes em vacinas, reforcando tanto a imunidade humoral quanto
celular (Petrovsky & Cooper 2011). Esses compostos a base de hidratos de carbono
podem ser muito diferentes entre si (caracteristica fisicas e quimicas), resultando em
atributos imunoldgicos unicos (Shakya & Nandakumar 2013).

Dentre esses polissacarideos, a xantana é um polissacarideo extracelular
complexo produzido pelo género bacteriano fitopatogénico Xanthomonas, sendo
amplamente utilizado como um espessante ou agente de viscosidade em industrias
alimenticias e farmacéuticas (Garcia-Ochoa et al. 2000). Este polissacarideo €
constituido por uma cadeia principal a base de celulose, ligado a uma cadeia lateral
trissacarideo de duas unidades de D-manose com residuos alternados de &cido D-
glicurénico. As unidades de D-manose podem ainda ser acetiladas, com cerca de
metade apresentando residuos de acido pirdvico. Esses substituintes aniénicos
influenciam tanto as propriedades fisicas quanto quimicas da xantana (Erten et al.
2014).

Os primeiros relatos das propriedades adjuvantes intrinsecas da xantana
surgiram na década de 1980 (Ishizaka et al. 1983). Mais recentemente, foi avaliada
com éxito em formulacbes bioadesivas em forma de emulsdo para imunizacéo
intranasal contra o virus Influenza (Bertram et al. 2010; Chiou et al. 2009). Além disso,
foi capaz de intensificar a imunogenicidade de antigenos recombinantes e geracao de
protecdo contra cepas patogénicas de Leptospira interrogans por via subcutanea
(Bacelo et al. 2014). No entanto, a resposta imune gerada por este polissacarideo
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quando empregado como adjuvante de vacina ainda néo esté elucidado. Com isso, a
presente dissertacao visou a caracterizacdo da resposta imune desencadeada pelo
polissacarideo xantana.

Os dados gerados nesta dissertacdo estdo apresentados na forma de artigo
cientifico. O artigo foi submetido ao periédico BioMed Research International e avalia
o potencial imunoestimulatorio do polissacarideo xantana produzido por Xanthomonas
arboricola pv pruni (strain 106) como adjuvante vacinal em combinagdo com o
antigeno proteico modelo ovalbumina (OVA) por via subcutanea. O uso da xantana
demostrou aumentar a imunogenicidade do antigeno tanto em reposta humoral
(anticorpos 1gG) quanto celular (proliferacdo de esplendcitos e secrecdo de INF-y).
Em adicdo, testes de citotoxicidade in vitro revelaram sua biocompatibilidade, pré-

requisito essencial no desenvolvimento de novos adjuvantes.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Perspectiva historica: Vacinas classicas e adjuvantes

A vacinagdo é uma das intervencdes de saude publica de maior sucesso ja
implementadas, sendo diretamente responsaveis por aumentar a expectativa de vida
da populacéo, a erradicacéo de doencas e indiretamente a diminuicdo da pobreza em
paises de baixa renda (Rappuoli et al. 2011; MacLennan & Saul 2014). Edward Jenner
foi o primeiro pesquisador a demonstrar o processo de vacinacdo através de
descobertas sobre o virus da variola bovina (vaccinia) em 1796 (revisado em Plotkin
2014).

Durante o século XIX, dezenas de vacinas contra patégenos de importancia
global foram desenvolvidas e testadas na pratica clinica (Pasquale et al. 2015). Essas
vacinas foram produzidas através de tecnologias de atenuag¢do ou inativacdo do
patdogeno. Apesar de serem efetivas, algumas destas vacinas apresentaram
limitacdes com relacdo a eficacia ou reatogenicidade exacerbada, além de terem o
potencial de reversdo da atenuacao, levando ao desenvolvimento de doenca em
casos de inativacdo incompleta de bactérias ou virus (Cherry 1996).

Esses fatores indesejaveis culminaram na utilizacdo de novas abordagens
mais seguras para producdo de vacinas (Zepp 2010). O inicio do século XX foi
marcado pelo desenvolvimento de novas técnicas de producéo de vacinas, incluindo
a identificacdo de toxinas bacterianas, o uso de cultura de células para propagacéo e
atenuacao de bactérias e o inicio dos primeiros programas sistematicos nacionais de
vacinacdo (Pasquale et al. 2015).

Consequentemente, o desenvolvimento da (1) vacina acelular (coqueluche)
em 1981 (Sato & Sato 1999), (2) as novas técnicas de engenharia genética e
desenvolvimento da vacina contra o virus da Hepatite B (McAleer et al. 1984) e (3) a
conjugacéao de peptideos a polissacarideos capsulares (Plotkin & Plotkin 2011) foram
marcos do inicio da nova era da vacinologia. Dessa forma, cada vez mais busca-se o
desenvolvimento de antigenos vacinais a partir de proteinas e peptideos
recombinantes purificados.

Essas vacinas contendo um numero limitado de antigenos purificados

possuem, geralmente, melhores perfis de seguranca, quando comparadas com
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vacinas vivas atenuadas ou inativadas. Porém, também séo frequentemente menos
imunogénicas, devido a caréncia de estimuladores de imunidade (Guy 2007). Nesse
sentido, existem os denominados adjuvantes, compostos capazes de aumentar e/ou
modular a imunogenicidade de um antigeno particular. O termo adjuvante deriva de
adjuvare, do latim, "socorrer" ou “reforcar’ (Reed et al. 2009).

O desenvolvimento dos adjuvantes ocorreu em paralelo ao das vacinas.
Desde as primeiras tentativas de aumentar as respostas imunologicas contra
antigenos particulados, diversos aditivos foram identificados e combinados com
antigenos. A maioria dos sistemas adjuvantes desenvolvidos até o presente momento
tém-se centrado em um destes dois mecanismos: ativacdo imune especifica ou o
efeito de entrega/depdsito (Ott & Van Nest 2006).

Entre 1920 e 1940, o inicio da histéria do desenvolvimento dos adjuvantes se
deu através do estudo de vacinas contendo subunidades de toxdides, os quais
apresentavam imunogenicidade limitada (Apostélico et al. 2016). Nesse periodo, dois
principais tipos de adjuvantes emergiram: os sais de aluminio (alum) e as emulsfes
em 6leo-em-agua (adjuvante de Freund) (Billiau & Matthys 2001). Em destaque, a
primeira vacina com o adjuvante alum foi formulada com um co-precipitado de
hidréxido de aluminio e toxdide causador da difteria. Subsequentemente, a utilizacédo
de métodos bem definido para adsorver os antigenos em solugcdo aquosa
padronizaram a utilizacdo desse composto como adjuvante vacinal (revisado em Wen
& Shi 2016). Foram relatados casos de toxicidade ocasional e moderada apos
vacinacao. Porém, os niveis de toxicidade observados foram considerados aceitaveis
em virtude da redu¢Bes dramaticas de doencas como a difteria e o tétano, devido a
profilaxia gerada pela vacinacao (Ott & Van Nest 2006). Este foi o principal adjuvante
desenvolvido e utilizado em vacinas aprovadas para uso em humanos, os quais
tiveram grande utilizag&o entre 1940 e 1970.

O periodo entre 1970 a 1990 foi caracterizado pelo desenvolvimento dos
adjuvantes sintéticos e da chamada “segunda-geracdo” de sistema de
entrega/depdsito (Ott & Van Nest 2006). Essencialmente, esses adjuvantes eram
compostos de moléculas pequenas, muitas vezes derivadas de fracbes bacterianas e
particulas veiculadas de dimensfes semelhantes a bactérias ou virus, contendo
agonistas em interacfes mais complexas com diversos tipos de células (incluindo
células de Langerhans, macrofagos e células dendriticas). Exemplos de moléculas

extensivamente estudadas foi a MDP (Muramildipeptideo), isolada de Listeria
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monocytogenes, saponinas e lipossomos (O’Hagan & Singh 2003). A partir de 1980,
embora o correlato de imunidade pelas vacinas priorizasse o titulos de anticorpos
neutralizantes, muitas abordagens se concentravam na estimulacdo de efeitos
depdsitos em APCs, enfatizando tanto a quimiotaxia quanto a absorcdo pelos
macréfagos. Assim, a investigacdo em direcdo a sistemas de micro/nanoparticulas
como “delivey systems” associados a antigenos se torna mais intensa (Pasquale et al.
2015).

A producéo e licenciamento da primeira vacina recombinante contra hepatite
B (Valenzuela et al. 1982) e descoberta do virus HIV (Barre-Sinoussi et al. 1983;
Gelmann et al. 1983) desencadeou uma inédita onda de investigacdo sobre
adjuvantes adequados para a protecdo em vacinas de subunidade. Nos ultimos 20
anos, cinco adjuvantes foram incluidos em vacinas licenciadas (Figura 1). O adjuvante
mais comumente administrado depois dos sais de aluminio, consiste em emulsdes de
6leo-em-agua com a ajuda de 6leos com reatogenicidade melhorada em comparacao
com adjuvante de Freund original. Estas emulsbes sdo capazes de induzir tanto

respostas imune humoral quanto celular (Fox & Haensler 2013).

Cultura de

Vacinas virus em células

inativadas Welles; Sabin;

Salomn&Smith Salk;Hammon
1 886‘ 1 945 Vacinas Recombinantes

Vaccinia Vacinas Vacinas Conjugadas

Janner atenuadas BCG
Pasteur Calmette&Guérin

1926 1997

Alum MF59° 2000 2009®
- ‘1 9 1 05 Glenny Novartis Virossomos ASGOKSS
Inicio do desenvolvimeto Berna Biotech
de adjuvantes
12005
As04”
GKS

Figura 1. Timeline dos importantes eventos na vacinologia. Em 1796, os trabalhos envolvendo o estudo
da variola bovina (vaccinia) iniciam a era da vacinologia, passando por grandes avancos, incluindo o
desenvolvimento de métodos de atenuacéo (1880 e 1914) e inativacdo (1886) de micro-organismos. A

partir de 1910, os adjuvantes vacinais ganham destaque dentro da composicdo das vacinas, com
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especial atengdo aos sais de aluminio, culminando no licenciamento do primeiro adjuvante para uso
em humanos em 1926. O estudo de cultura de virus (1945) e o posterior desenvolvimento de vacinas
recombinantes reforcavam a necessidade da existéncia de adjuvantes capazes de produzir respostas
imune celulares e aumentar a imunogenicidade de antigenos purificados. Porém, somente em 1997 foi
aprovado um novo adjuvante vacinal (MF59®). Em seguida, o desenvolvimento de novas pesquisas
resultaram no licenciamentos dos virossomos (2000), As04® (2005) e As03® (2009), sendo até o

momento, os adjuvantes inclusos na maioria das vacinas disponiveis.

O cuidado em relacédo a toxicidade continua a ser o principal fator na mudanca
das formulacfes nos ensaios clinicos. Adjuvantes potentes de baixa toxicidade foram
desenvolvidos e obtiveram licenciamento comercial (MF59®) para a vacina da gripe
(Gupta et al. 1993). Novos adjuvantes estdo sendo projetados para superar 0S
desafios relacionados a populacdes suscetiveis enfrentados pelas vacinas do século
XXI (Wilson-Welder et al. 2009).

A expansdo da compreensdo do papel potencial dos adjuvantes trouxe
rapidos avancos no desenvolvimento de vacinas (Stanberry & Strugnell 2011). As
areas de desenvolvimento de adjuvante e imunologia tornaram-se fortemente
entrelacadas a medida em que a caracterizagdo de APCs, perfil de citocinas
moduladoras de Tu2 e Tnl, MHC (complexo de histocompatibilidade principal) I e Il e
receptores TLRs (toll like receptors) estdo sendo (Medzhitov & Janeway 2000).

Apesar do rapido progresso na area da vacinologia e adjuvantes, existem
ainda lacunas na compreensdo do sistema imunoldgico. Inclui-se a contribuicdo
relativa das respostas inata e adaptativa para a protecao contra agentes patogénicos
individuais e 0 modo preciso de agéo dos adjuvantes. Informa¢des de uma gama de
novas areas como a biologia de sistemas, transcriptoma e epigenética podem
contribuir para a compreensdo da vacinacdo e facilitar a avaliacdo do perfil de

seguranca de novas vacinas (Pasquale et al. 2015).

2.2. Mecanismo de acéo e classificacao dos adjuvantes

A resposta imune fisiol6gica contra um agente infeccioso - ou na imunizagéo
- pode ser dividida em: a resposta inata e a adaptativa. Quando a exposi¢cdo a um
corpo estranho ocorre, células efetoras da resposta imune inata, tais como
macrofagos, mondcitos, neutréfilos e células dendriticas, sdo capazes de reconhecer

padrées moleculares associados a superficie de patégenos (PAMPSs). Para tal funcéo,
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existem os denominados receptores de reconhecimento de padrdes (RRP), capazes
de distinguir o agente como uma ameaca (Ishii et al. 2008).

O reconhecimento de um agente patogénico em potencial desencadeia uma
série complexa de eventos. Inclui-se o processo de fagocitose, liberacdo de
mediadores inflamatérios (citocinas e quimiocinas) e ativacdo do sistema
complemento. ISso resulta em recrutamento celular, onde a soma dos eventos podem
levar ao desenvolvimento de sinais e sintomas clinicos de inflamacéao local (Iwasaki &
Medzhitov 2015).

ApOGs o0 processamento antigénico pelas APCs, tais como as células
dendriticas, ocorre um processo de maturacdo e migracdo para orgaos linfoides
secundarios. Esse processo leva a apresentacdo de antigenos nestas regides aos
linfécitos T, sendo um ponto importante durante a transicdo da resposta imune inata
para adaptativa. A forma na qual a resposta imune inata direciona a resposta imune
adaptativa tem profundas implica¢des para o tipo/qualidade de resposta secundaria a
um antigeno (Crotty 2014). Particularmente, diferentes subtipos celulares de linfécitos
T CD4* podem ser definidas por seu perfil de citocinas produzidos e pela habilidade
em modular respostas de linfécitos B e T CD8*, desencadeando a denominada
memoria imunoldgica (Macallan 2017).

Existem distintos sinais necessarios para iniciar uma resposta imune robusta.
Esses sinais atuam sobre o sistema inato e adaptativo, e podem ser descritas como:
(Sinal 0 e 1) reconhecimento antigénico de APCs, (Sinal 2) co-estimulagéo e (Sinal 3)
diferenciacdo celular (Figura 2). Nesse sentido, os adjuvantes podem atuar nos
diversos aspectos da resposta imune pelo emprego de um ou varios mecanismos de
acdo (Reed etal. 2013).

Dentre os mecanismos de acao, inclui-se: liberacdo controlada de antigeno
(efeito depdsito), estimulo na producdo de citocinas e quimiocinas (recrutamento de
células e inflamacéao local), aumento do ingresso de antigeno nas APCs, bem como
sua ativagdo e posterior migragdo aos linfonodos periféricos. Consequentemente,
podem estimular: (i) a producéo de intermediérios da resposta pro-inflamatéria inicial,
(i) o aumento da expresséao de receptores MHC (Complexo de Histocompatibilidade
Principal) | e Il de células fagociticas e (iii) modulacédo de células T CD4* e CD8*
citotéxico na transi¢do da imunidade inata para adaptativa, considerado ponto-chave

da eficiéncia de uma vacina (Awate et al. 2013).
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Quanto a sua classificacao, o termo adjuvante pode ter significados diferentes
dependendo de sua aplicacdo. Critérios diferentes podem ser usados para agrupar
diferentes adjuvantes permitindo uma comparacao racional. Os adjuvantes podem ser
classificados segundo as suas propriedades fisico-quimicas, a origem e o mecanismo
de acao (Guy 2007; Awate et al. 2013). Com base nos seus mecanismos de a¢ao, 0s
adjuvantes podem ser divididos em trés grupos: sistemas de entrega (particulas),
moléculas imunomoduladoras e combinacfes dessas duas (Reed et al. 2013). Os
mecanismos de acao dos adjuvantes licenciados para vacinas estdo sumarizados na
tabela 1.
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Figura 2: Diferentes abordagens de atuacdo dos adjuvantes na resposta imunolégica. Os adjuvantes vacinais possuem grande impacto nas células do sistema

imune inato, em especial, nas células apresentadoras de antigeno. A interagdo dos adjuvantes com essas células resulta na producao de quimiocinas e

citocinas capazes de iniciar um processo inflamatério local. Esse processo € resultado de um reconhecimento (sinal 0) através de PAMPs (TLRs), recrutando

células do sistema inato, como neutrofilos, eosinéfilos, mondcitos e células NK. Além disso, os adjuvantes podem desempenhar um efeito depésito, promovendo

uma captura do antigeno de forma mais eficiente. O processo de ativacdo das células dendriticas resulta no aumento da capacidade de apresentacdo de

antigenos via MHC | ou Il através do processamento antigénico (sinal 1). Ao realizarem o processo de migracdo aos 6rgéaos linfoides secundarios, as células

dendriticas ativadas podem interagir com células do sistema imune adaptativo (sinal 2 e 3). Essa células sdo denominadas linfocitos T, sendo responsaveis

dessa forma por direcionarem a resposta celular (auxiliares ou efetora), humoral (linfécitos B) e memaéria imunolégica, resultado do processo de ativacéo e

diferenciagéo celular. Dessa forma, os adjuvantes podem atuar de diferentes formas na transi¢cdo entre a resposta imune inata para adaptativa.
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Reposta

Adjuvante Componente Resposta Inata Adaptativa Uso Exemplo Referéncia
Alum (1926) Sais de aluminio Sem efeito de depdsito Anticorpos Terapéutico  Vacina DTP (De Gregorio et al.
adsorvidos com Efeito inflamatério local CD4* T2 Profilatico 2008; Oleszycka &
antigeno Aumento local de citocinas e quimiocinas Lavelle 2014)
Recrutamento de células (eosindfilos,
monacitos e macrofagos)
Aumento da apresentacdo de antigenos
Estimulos via NLRP3 (NALP3) e ITAM
MF59 (1997) Oleo escaleno Sem efeito de deposito Anticorpos Terapéutico  Vacina Influenza (O’'Hagan et al.
Recrutamento de células (neutrdfilos, CD4* Tul Profilatico HINL, HoN1 2013; O’Hagan et
macréfagos e mondcitos) CD4* Th2 al. 1997)
Aumento local de citocinas e quimiocinas
Independente de NLRP3 (NALP3)
Dependente de ASC
Independente de sinalizagéo TLR
Dependente de intermediario MyD88 para
resposta humoral
Ativagdo de células musculares
Virossomo Lipossomos Ativacao de APCs e receptores indutores Anticorpos Terapéutico  Vacina Hepatite A (Schwendener
(2000) preparados com de endocitose CD4* Thl Profilatico 2014; Moser et al.
antigenos de virus Desvio de degradacédo endossomal CD4* Tu2 2013)
influenza Aumento de apresentagdo de antigenos CD8*

via MHC classe | e Il
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AS04 (2005) C Monofosforil lipideo  Ativagdo via TLR4 Anticorpos Terapéutico  Vacina HPV (Garcon et al. 2007,
A (MPL) derivado Aumento local de citocinas e quimiocinas CD4* Tul Profilatico Garcon et al. 2011)
de Salmonella Aumento do recrutamento celular (células
minnesota dendriticas e mondcitos)

combinado com

sais de aluminio

AS03 (2009) SE Vitamina E Aumento do recrutamento celular Anticorpos Profilatico Vacina Influenza (Atmar & Keitel
(a-Tocoferol) (granulécitos e mondcitos) CD4* Thl A 2009; Garcon et al.
Surfactante Aumento da mem@ria imunoldgica CD4* Tu2 2012)
polisorvato 80 Aumento transiente local de citocinas
Oleo escaleno Capacidade absortiva com antigenos

255 SE, sistema de entrega; C, combinacédo de molécula imunoestimulatéria e sistema de entrega; ITAM, Imunoreceptor com motivos de ativagéao tirosina;
256 NALP3 Proteina 3 com dominios NACHT, LRR e PYD; NLRP3, gene que codifica para NALP3; ASC, apoptosis-associated speck-like protein containing
257 CARD;
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2.3. Desenvolvimento de novos adjuvantes: imunogenicidade x

seguranca

Além da compreensdo dos mecanismos imunolégicos de acdo dos
adjuvantes, também existe uma percepc¢do de que o uso de adjuvantes em vacinas
necessita ser bem caracterizado. Embora muitos adjuvantes tenham sido
desenvolvidos e testados em modelos pré-clinicos, poucos tém-se provado Uteis para
vacinas de uso humano (Hagan & Fox 2015), onde as principais limitagbes giram em
torno de questbes de seguranca (Rappuoli et al. 2011). As caracteristicas ideais de

um adjuvante estdo listadas da tabela 2.

Tabela 2: Consideracdes sobre o adjuvante ideal*.

Categoria

Subcategoria

Consideracéo

Atividade bioldgica

Aspectos fisico-
quimicos

Seguranca

Rota de imunizagéo

Economia de
antigeno

Ampliacdo da
resposta

Resposta humoral

Resposta celular

Qualidade da
resposta imune

Auxiliar resposta
em sistemas
imunes debilitados

Materias

Producéo

Morfologia da
particula

Compatibilidade
com o antigeno

FormulagBes seguras e efetivas em todos os grupos etarios,
contendo compostos metabolizaveis

Preferéncia a rotas de facil adminstracao (mucosa)

Diminuir a dose de antigeno ou o nimero de imunizagfes

Protec¢éo contra diferentes cepas de um mesmo patdégenos

Aumentar ou prolongar a resposta através da producdo de
anticorpos neutralizantes

Induzir ou prolongar a resposta por linfécitos T CD4* e/ou CD8*

Promover o balanco correto da resposta imune via linfocito T
CD4*

Aumento da resposta imune em populag¢des jovens, idosas ou
imunocomprometidas

Compostos com alto grau de pureza, sustentabilidade e
seguranga; compostos de origem animal devem ser evitados
devido a preocupacgdes com doenca

Equipamentos e processos escalonaveis, transferiveis e

capazes de produzir lotes consistentes

Particulas menores do que 200 nm podem ter acesso aos
linfonodos com mais facilidade do que particulas maiores; carga
e estrutura quimica dos grupos de superficie sdo fatores
cruciais para bioatividade; a presenca de moléculas como
manose pode aumentar a entrega de antigenos para as APCs

O efeito da formulacdo do adjuvante na estrutura do antigeno
deve ser caracterizado; geralmente, acredita-se que algum grau
de associagdo do antigeno na formulagéo é preferido, apesar
de associacdo direta ndo ser necessaria para a atividade
biologica
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Estabilidade Excipientes e ingredientes farmacéuticos ativos (APIs) devem
manter a estrutura quimica e do tamanho das particulas, forma
e aparéncia visual constante

*Adaptado de GUY, 2007; O'HAGAN, De GREGORIO, 2009; REED, 2013.

Considerando que a toxicidade dos adjuvantes foi reduzida sistematicamente
através de esforcos de pesquisa e desenvolvimento ao longo dos ultimos 80 anos,
esse fato estd ligado ao aumento de barreiras de segurangca envolvendo
regulamentacdo. Os adjuvantes utilizados em formulacdes de vacinas profilaticas em
populacdes saudaveis precisam ter perfis de seguranca elevados. Além disso, o fato
de que a maioria das vacinas hoje sdo administradas a criancas, aumentam ainda
mais as preocupacdes com sua seguranca (Ott & Van Nest 2006).

As avaliagfes pré-clinicas envolvem ensaios com o objetivo de caracterizar a
seguranca/imunogenicidade, incluindo imunogenicidade humoral (titulos de
anticorpos, subclasses, avidez e neutralizacdo) e celular (producdo de citocinas,
ensaios de proliferacéo e fenotipagem celular). Se um modelo animal esta disponivel,
a informacéao inicial do efeito protetor pode ser obtido com ensaios de teste de poténcia
com antigenos de patdgenos (Pasquale et al. 2015). A evolucdo toxicolégica é
normalmente conduzida em espécies de pequenos animais, como camundongos,
ratos e coelhos e deve usar a mesma via de administragéo proposta para uso humano.
A dose e a frequéncia de vacinacado pré-clinica deve ser semelhante ou mais elevada
do que a dose proposta em humanos para identificar potenciais problemas de
seguranca. Além disso, estudos pré-clinicos também podem ajudar na escolha da
dose ideal de vacina (Mohan et al. 2013).

Caso cheguem a fase de testes clinicos, questdes envolvendo potenciais
riscos e doses de uma vacina sao constantemente avaliados. As preocupacdes de
seguranca incluem, mas nédo estéo limitados, a sintomas envolvendo: dor, formacéo
de granulomas, febre, formacédo de abcessos, nauseas, dor de cabeca, mal-estar e
outros eventos locais ou sistémicos (Mehta et al. 2015). A reatogenicidade observada
de formulagdes pode ser consequéncia do aumento da resposta imune inata induzida
pelo adjuvante no local da inoculacdo, que € expressa como uma resposta inflamatoria
local. Em dltima instancia, como o0s adjuvantes podem atuar diretamente como
imunoestimulantes, h4 uma possibilidade de inducdo de processos imunitarios

indesejados, desencadeando o aparecimento de doencgas autoimunes. Esse ultimo
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pardmetro envolve muita variaveis, tanto genéticas como ambientais, dificultando a

conducao de pesquisas com resultados conclusivos (Pasquale et al. 2015).

2.4. Adjuvantes a base de carboidratos: xantana e seu potencial

Existem diferentes classes de compostos sendo avaliados como possiveis
adjuvantes. Incluem-se nesse grupo: sistemas de entrega como sais minerais,
emulsdes, microparticulas, moléculas imunoestimulatorias, polimeros naturais e
polissacarideos (Lee & Nguyen 2015). Uma ampla variedade de polissacarideos
foram identificados e testados como adjuvantes vacinais, como as glicanas, frutana,
manana e quitina. Alguns destes compostos ja foram aplicados com sucesso em
ensaios clinicos em humanos. No entanto, alguns obstaculos, incluindo
toxicidade/poténcia, dificuldade de fabricacdo e baixa estabilidade ainda limitam seu
desenvolvimento (Reed et al. 2013).

Os mecanismos moleculares de ativacdo do sistema imune por adjuvantes a
base de carboidratos sugerem que atuam através da ligacdo a alguns receptores das
células do sistema imune inato. Dentre eles, os receptores TLRs, NOD2 e lectinas do
tipo C. Além disso, podem ativar diferentes vias, tais como inflamossomo, sistema
complemento e producdo de TNF-a e IL-1 via NF-kB (Petrovsky & Cooper 2011).
Também favorecem o aumento da producdo de citocinas e moléculas co-
estimulatorias, como MHC de classe | e Il, CD40, CD80 e CD86 nas APCs, auxiliando
resposta especifica na apresentacao antigénica para linfocitos T e B (Hu et al. 2015).
Assim, as estruturas compostas por carboidratos desempenham papéis criticos dentro
do sistema imunolégico, além da virtude de possuirem um forte historico de seguranca
e tolerabilidade devido a facil biodegradacado e biotransformacédo (Rey-Ladino et al.
2011).

O estudo envolvendo carboidratos esta se desenvolvendo rapidamente, com
interesse particular na relacdo entre suas estruturas e funcdo bioldgica,
proporcionando grande potencial para o desenvolvimento de adjuvantes com base em
hidratos de carbono (Hu et al. 2015). Esses adjuvantes podem ser bem distintos,
apresentando suas proprias caracteristicas fisico-quimicas e atributos imunologicos e
de comportamento exclusivas. Isso garante uma ampla gama de opg¢des no

desenvolvimento de vacinas, com especial interesse nas glicanas. Esse tipo de



334
335
336
337
338
339
340
341
342
343
344
345
346
347
348
349
350
351
352
353
354

355
356

28

polissacarideo é derivado de plantas ou micro-organismos, constituido de residuos de
D-glicose unidas por ligagbes glicosidicas, com varias conformagdes alternativas,
sendo subdivididas entre dois tipos: a—glicanas (ex. dextrana, glicogénio e amido) e
as B-glicanas (ex. celulose, lentinano, zimosana e xantana). O método de producao
pode resultar em diferentes estruturas de polimeros com ramificagdes e tamanhos de
cadeias diversos, apresentando variedades Unicas entre eles (PETROVSKY, 2011).

A goma xantana é um polissacarideo complexo extracelular produzido por
bactérias gram-negativas do género Xanthomonas. Esse polissacarideo auxilia sua
sobrevivéncia no ambiente sobre a superficie da planta hospedeira, promovendo
resisténcia a temperaturas e radiacdo ultravioleta elevadas. Porém, a xantana vém
sendo amplamente utilizada comercialmente como um espessante ou agente de
viscosidade em industrias alimenticias e ndo alimenticias, devido a sua capacidade
de formar solucbes viscosas e géis hidrossollveis com propriedades Unicas (Garcia-
Ochoa et al. 2000).

Esse polissacarideo consiste em uma cadeia principal celulésica composta por
residuos de B-D-glicose. Na posicdo C(3) de cada residuo alternado de glicose existe
uma cadeia lateral trissacaridica contendo unidades de duas -D-manose intercaladas
com um residuo de acido D-glicurdnico. As unidade de D-manose podem ainda serem
acetiladas e podem apresentar residuos de acido piravico ligados na posi¢cédo 4 e 6 na
D-manose terminal (Figura 3). Esses substituintes anionicos influenciam tanto as

propriedades fisicas quanto quimicas da xantana (Erten et al. 2014).

CHyOH T”OH \
ﬁéz E N

[e]
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Figura 3: Estrutura do polissacarideo extracelular de Xanthomonas (GARCiA-OCHOA et al., 2000).
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Os trabalhos envolvendo a atividade imunoestimulante da xantana est&o
sumarizados na tabela 3, totalizando 5 trabalhos até o presente momento. As
propriedades adjuvantes intrinsecas da goma xantana como ativador de linfécitos
murinos foram originalmente descritas na década de 80. Utilizando linfocitos B
isolados de a partir do baco de camundongos (linhagem C3H/HelJ), Ishizaka e
colaboradores demonstraram a capacidade em induzir respostas policlonais na
auséncia de células T. De forma semelhante ao LPS, a xantana foi capaz de induzir a
producao de anticorpos policlonais IgM e IgG, sendo a producdo maxima quando 500
ou 1.000 pg/mL foram adicionados as culturas de células (Ishizaka et al. 1983).

Somente em 2009, a xantana foi alvo de novos estudos relativos a suas
propriedades adjuvantes. Takeuchi e colaborares investigaram a producdo de
mediadores inflamatdrios em linhagem celulares de macrofagos (J772, RAW264.7),
sendo capaz de promover a producdo de TNF-a e IL-12. Em adigao, utilizando
camundongos C3H/HeN (MyD88-TLR2 deficientes) e C3H/HeJ (TLR4 deficiente)
mostraram que a xantana é capaz de ativar as células via TLR4 através da cultura de
células peritoneais aderentes desses animais. Além disso, a administracdo oral com
xantana promoveu uma atividade antitumoral em camundongos C57BL/6 inoculados
subcutaneamente contra células tumorais B16KP, atuando de forma profilatica na
reducdo do crescimento tumoral, na sobrevivéncia dos animais e aumento da
atividade e linfécitos NK e T CD8* (Takeuchi et al. 2009).

Chiou e colaboradores investigaram a adjuvancidade da xantana em
formulacbes de lipossomos bioadesivos combinados com o virus H5N3 inativado
como antigeno modelo em aves (White Leghorn). A imunizagdo com xantana (0,2% e
0,3%) via intranasal no regime de duas doses promoveu uma aumento significativo
nos niveis de IgA e IgG avaliados através do ensaio de ELISA (Chiou et at. 2009). De
forma semelhante, Bertram e colaboradores avaliaram a atividade adjuvante da
xantana (0,5%) por via intranasal combinada com o virus HIN1, mostrando o aumento
dos niveis séricos apds duas doses de IgG em ratos Sprague-Dawley e IgG e IgA em
camundongos OF1 (Bertram et al. 2010).

Em 2014, Bacelo e colaboradores avaliaram a xantana como adjuvante vacinal
combinado com o antigeno produzido de forma recombinante LigANI, uma
lipoproteina de membrana externa de Leptospira interrogans. Apds o regime de
imunizacao subcuténea de duas doses, a xantana (0,5%) foi capaz de estimular uma

alta reposta humoral de IgG em hamster golden Syrian. Além disso, 0s animais
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imunizados com a xantana apresentaram alta taxa de sobrevivéncia (100%) apds o

teste desafio contra a cepa patogénica de L. interrogans serovar Copenhageni (Bacelo

et al. 2014).

Porém, apesar de ter demonstrado propriedades adjuvantes nesses trabalhos,

ainda néo foi descrito como ocorre a imunomodulacao in vivo por esse polissacarideo.

Tabela 3: Capacidade adjuvante da xantana.

Avaliacéo Descricéo

Referéncia

In vitro Estimulo de producéo de anticorpos IgM e IgG por linfocitos B
Ativagédo de linfocitos B imaturos

In vivo/in vitro  Inducéo de IL-12 e TNF-a em cultura in vitro de macréfagos
Ativagdo de TLR4 via MyD88
Efeito in vivo antitumoral em camundongos contra linhagem B16K®
de melanoma
Aumento da atividade de células NK e linfocitos T CD8*

In vivo Inducéo de IgA e IgG por via intranasal em vacinas bioadesivas
combinadas com vacinas contra influenza (H5N3) em aves

In vivo Induc@o anticorpos por via intranasal em vacinas bioadesivas
combinadas com vacinas contra influenza (H1N1) em ratos (IgG) e
camundongos (IgG e IgA)

In vivo Estimulo de producéo de anticorpos IgG por linfécitos B
Aumento da protecado contra leptospirose combinada com antigeno
recombinante

(Ishizaka et al. 1983)

(Takeuchi et al. 2009)

(Chiou et al. 2009)

(Bertram et al. 2010)

(Bacelo et al. 2014)
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399 3. HIPOTESE E OBJETIVOS

400

401 3.1. Hipotese

402

403 O polissacarideo xantana pode atuar como adjuvante vacinal, aumentando a

404  resposta imunologica de antigeno modelo em camundongos.

405

406 3.2. Objetivo Geral

407

408 Avaliar a capacidade imunoestimulatéria do polissacarideo xantana produzido

409 por Xanthomonas arboricola pv. pruni 106 como adjuvante vacinal em camundongos

410 imunizados com ovalbumina como antigeno proteico modelo.

411

412 3.3. Objetivos Especificos

413

414 e Avaliar o potencial citotéxico da xantana utilizando cultura de células
415 mamiferas NIH/3T3 de fibroblastos de camundongo in vivo;

416

417 e Imunizar camundongos, por via subcutanea, utilizando ovalbumina como
418 antigeno proteico modelo e o polissacarideo xantana como adjuvante;

419

420 e Determinar o perfil de resposta imune humoral modulado por xantana, através
421 de ensaio de detecc¢do dos niveis das diferentes subclasses de IgG;

422

423 e Avaliar a capacidade de linfoproliferacéo a partir dos esplendcitos obtidos dos

424 animais imunizados, bem como producéo de INF-y.
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Abstract

The successful production of new, safe and effective vaccines that generate immunological
memory is directly related to adjuvant feature, which is responsible for increasing and/or
modulating the immune response. Several compounds display adjuvant activity, including
carbohydrates. These compounds play important roles in the immune response, as well as
having biocompatible properties in vaccine formulations. One such carbohydrate is xanthan
gum, a polysaccharide that is produced by the plant pathogenic bacterium Xanthomonas spp,
which has adjuvant attributes. This study evaluated the immune response induced by xanthan
gum associated with ovalbumin in BALB/c mice, that were subcutaneously immunized, in
terms of antibody production (IgG1, IgG2a, IgG2b, and IgG3) and assessed the levels of INF-
v in the splenocyte culture using indirect ELISA. Furthermore, we investigated in vitro
cytotoxicity of xanthan in the embryo fibroblasts cell line of the NIH/3T3 mouse by MTT assay
and propidium iodide uptake assay. The mice immunized with ovalbumin plus xanthan gum
exhibited higher antibody IgG1 responses than control groups. Furthermore, the xanthan
polysaccharide was capable of increasing the immunogenicity of antigens by producing INF-y
and did not exhibit cytotoxicity effects in NIH/3T3 mouse fibroblast cells, considered a

promising candidate for vaccine adjuvant.

Keywords: Xanthomonas; adjuvant; ovalbumin; immune response
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Introduction

Vaccine adjuvants are compounds used to improve the immunogenicity of a particular antigen?.
Aluminum-based mineral salts, approved for human use by the US Food and Drug
Administration (FDA), are the most widely used vaccine adjuvants since 1920, inducing
predominantly antibody responses. As such, the discovery of new adjuvants is crucial for the
development of vaccines that require a cell-mediated response®®. Modern adjuvant
development is based on enhancing and shaping vaccine-induced responses without
compromising safety by selectively adding well-defined molecules, formulations, or both?.
New adjuvant formulations are in advanced stages of development and licensing. Different
compounds have demonstrated adjuvant ability, including bacterial products, emulsions,
nucleic acids and microparticles. However, pre-clinical trials show the lack of basic safety

requirements for humans use>®.

Numerous polysaccharides originated from plant and microbes have been tested for their
potential applications as adjuvants in vaccinations'®. Each of these carbohydrate-based vaccine
adjuvants can be very different from one another and can offer their own physical and chemical
characteristics, immunological behavior and unique attributes. As such, there is a wide range
of options available for their use in vaccine development. Furthermore, many of these options
have an established history of safety and tolerability due to easy biodegradation and

biotransformation??.

Xanthan gum is a complex extracellular polysaccharide that is produced by the plant-pathogenic
bacterium Xanthomonas spp., which has viscous properties. Commercial xanthan is widely
used as a thickener or viscosifier and a stabilizer in the food and pharmaceutical industry?. This
polysaccharide consists of a cellulose-based main chain linked to a trisaccharide side chain

composite of two D-mannose units with alternating D-glucuronic acid residues. The D-



492

493

494

495

496

497

498

499

500

501

502

503

504

505

506

507

508

509

510

511

512

513

514

35

mannose units can be differently acetylated, approximately half the outer D-mannose contain
pyruvic acid residues; these anionic substituents influences both the chemical and physical
properties of xanthan?3. The first reports of the intrinsic adjuvant properties of xanthan gum
originally emerged in the 1980s'*. More recently, xanthan has been successfully used in
bioadhesive formulations for intranasal influenza virus immunizations'®>, and it has been
proven capable of enhancing the immunogenicity of recombinant antigens and generating

protection against the pathogenic strains of Leptospira interrogans®’.

However, the immune response generated by this polysaccharide when employed as vaccine
adjuvant has not previously been studied. In the present study, we characterize the immune
response elicited by polysaccharide xanthan using a well-characterized model antigen,
ovalbumin (OVA), which is a immunogenic antigen that has often been used as a proof of

principle for numerous vaccination strategies*8:°,

Methods

Animals

Female BALB/c mice (from Central Animal Facility, Federal University of Pelotas, Brazil),
aged between five and six weeks were used in this study. The animals were acclimated for one
week before use. Feed and water were offered ad /ibitum, and the mice were kept in photoperiod
for 12/12 hours at 24 °C temperature and 50% humidity. All experiments were conducted in
accordance with the regulations, policies, and principles of the National Council for Animal
Experiments Control in Brazil (CONCEA) and the manual established by the Ethics Committee
for Animal Experimentation of the Federal University of Pelotas (UFPel), approved under

protocol number 3418.
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Producing the Xanthan Polysaccharide

The Xanthomonas arboricola pv. pruni strain 106 was used to produce the xanthan gum in a 10
1 bioreactor (BioStat B. Braun Biotech International) as previously described®® and controlling
the pH to either pH 7. Briefly, the fermented broth was heated at 121 °C for 15 min, and the
xanthan gum was obtained by precipitation with ethanol [96%, 4:1 ratio (v/v)]. The
polysaccharide was dried to a constant weight at 56 °C and then milled to particle size using a
60-150 mesh. The milled polymer was diluted with ultrapure water (1.25%, w/v) under stirring
to provide uniform viscous solution, sterilized and then stored at 4 °C. It was chemically and
physically characterized according to viscosity, moisture, ash nitrogen, acetyl, pyruvate

content, and the monosaccharaides and derivative acids presents as previously determined!”?!.

Presence of LPS in the Xanthan

A colorimetric method Limulus Amebocyte Lysate (Pierce, Thermo Scientific) was used
according to the manufacturer’s instructions to detect the LPS in the aqueous xanthan gum
produced. Briefly, 50 pl a standard curve and sample containing different concentrations of
aqueous xanthan [0.1-0.5 % (w/v)] were dispensed in equilibrate microplates at 37 °C in
triplicate for 5 min. Then, 50 pul of LAL reagent was added to each well, shacked for 10 seconds
and incubated at 37 °C for 10 minutes. For reaction development, 100 pl of substrate solution
was added to each well, shacked for 10 s, and then incubated at 37 °C for 6 min. The reaction
was terminated by the addition of 50 pl of acetic acid 25% [25% (v/v)] and the absorbance

measure at 405 nm on a plate reader.
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In Vitro Evaluation Cytotoxicity of Xanthan

The effect of the polysaccharide on the viability of the NIH/3T3 mouse fibroblasts cell line was
assessed by a colorimetric technique through which the reduction of soluble MTT [3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide] was measured. Cells were seeded at
density of 1x10* cells per well in a volume of 100 ul in 96-well plates and incubated with
different concentrations of an aqueous solution containing the polysaccharide (0.1, 0.25, 0.5
0.75 and 1%), Alhydrogel or DMSO [1% (v/v)] for 24 and 48 h. The media was removed and
90 pl of medium and 10 pl of MTT (5 mg/ml solution, Sigma) were added to each well. The
plates were then incubated for an additional 3 h, and the medium was discarded. The formazan
crystals were dissolved by adding 100 ul of DMSO to each well and shaking for 10 min at 200
x g. The absorbance of each well was read on a microplate reader at 560 nm. The cell inhibitory
growth rate (%) was determined as follows: inhibitory rate= (1- AbSs60 Treated cells /AbS560 control

cells) X100%. The data was validated by three independent experiments performed in triplicate.

A propidium iodide (PI) assay was also performed to analyze cellular damage. Briefly, NIT/3T3
cells were seeded at a density of 1x10* cells per well in a 24-well plate followed by treatments:
xanthan (0.5% w/v), DMSO (1% v/v), Alhydrogel or medium for 48 h. Following treatment, PI
was added (7.5 uM) to each well and left for 15 min and observed by fluorescence microscope
using a red excitation wavelength (543 nm) and emission wavelength 615 nm filter under 40x

magnification using florescence microscopy (OLYMPUS IX-512, Japan).
Mice Immunization Procedures

Four groups containing seven BALB/c mice were immunized subcutaneously with 10 pg of
OVA (Invivogen, USA) in combination with 15% (v/v) Alhydrogel [2 % AlI(OH)3, Invivogen,

USA], 0.5% (v/v) xanthan polysaccharide or 0.9% (v/v) endotoxin-free sterile saline (<0.1
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EU/mL, Invivogen, USA). Mice inoculated with a 0.9% (v/v) saline solution were included as
a negative control group. The immunizations were performed twice at 14-day intervals, and the
animals were euthanized 14 days after the second immunization. The immunization regimen is
described in Fig 1. Three independent experiments were conducted. Blood samples were
collected from the retro-orbital venous plexus after administration of anesthetic eye drops
before each immunization and centrifuged at 5,000 x g for 10 min. The serum samples were

stored at -20 °C.

Isotyping of Anti-OVA Antibody Using ELISA

The levels of anti-OVA IgG subclasses in the serum of the mice were determined by indirect
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). The 96-well plates with round bottom wells
were coated with OVA diluted in carbonate-bicarbonate buffer, pH 9.6, at a concentration of
100 ng per well for 16 h at 4 °C. The ELISA plates were washed three times with PBS-T [PBS
with 0.05% (v/v) Tween 20] followed by blocking with 200 pl of PBS-FBS [PBS with 5% (v/v)
fetal bovine serum] at 37 °C for 2 h. Following three washes with PBS-T, mice serum samples
or 0.5% PBS-FBS were added to wells at 1:100 in triplicate followed by incubation for 1 h at
37 °C before the plates were washed three times with PBS-T. A goat anti-mouse primary
antibody isotype IgG1, IgG2a, IgG2b or IgG3 (Sigma, USA) was added at 1:1,000 for 1 h at 37
°C, followed by three washes with PBS-T to remove unbound antibodies. For reaction
development, peroxidase-conjugated antibody rabbit anti-goat IgG (Sigma, USA) was added at
1:5,000 for 1 h at 37 °C and washed five times with PBS-T before the liquid substrate 3,3,5,5'-
tetramethylbenzidine (TMB) was added for 15 min at 37 °C. The reaction was stopped by adding

2N H2SO4 / well. The optical density was measured using a microplate reader at 492 nm.
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In Vitro Lymphocyte Proliferation Assay

BALB/c mice were euthanized at the end of the immunization protocol, and their spleens were
aseptically removed and macerated with a syringe plunger against a fine steel mesh. The
erythrocytes were lysed with ammonium chloride [0.9%, (w/v)] and then centrifuged at 300 x
g, 4° C for 10 min. Splenocytes were washed in Hank’s Solution and then suspended in DMEM
(2 mM L-glutamine, 100 IU/ml penicillin, 100 pg/ml streptomycin and 50 pg/ml gentamicin)
with 10% FBS. The cells were counted after staining with 0.4% trypan blue for viability.
Splenocytes were plated at 5x10° cells per well in triplicate onto 96-well tissue culture plates
(TPP; Sigma). Spleen cells were stimulated with 10 pg/ml of concanavalin A (ConA, positive
control); 10 png/ml of OVA; or medium alone (negative control). Cells were cultured for 48 h
at 37 °C in 5% CO., and proliferative rates were determined by SRB colorimetric assay. The
medium was removed immediately after 48 h, and 100 pul 10% precooled trichloroacetic acid
(TCA) was added per well at 4 °C as a fixative. Fixed cells were left on the plate at 4 °C for 1
h; then plates were washed five times with distilled water and dried. Cells were stained with 4
mg/ml SRB solution [Sulforhodamine B 0.4% (w/v) in 1% acetic acid]; 100 pl was added to
each well for 30 min at room temperature, and then the plates were washed five times with a
1% acetic acid solution and dried. The stain was dissolved using 100 pl of 10 mM Tris buffer
pH 10.5 and plates were read at 560 nm using UV-visible spectrophotometer. The stimulation
index (SI) was calculated follow: the ratio between the OD (mean) of the cells cultured with
the antigen and the OD (mean) of the cells cultured in medium alone in the respective

immunized group.
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INF-y in Supernatants of Splenocyte Cultures

Splenocytes were isolated from the immunized mice using the process previously described.
The suspensions cells were plated in 24-well tissue culture plates (TPP; Sigma), containing
2x10° cells /well. The samples were incubated with OVA (10 pg/ml), ConA (10 pg/ml) or
medium, at 37 °C in 5% CO». After 48 hours, cell-free culture supernatants were collected and
stored at -70 °C. Levels of IFN-y were measured by ELISA (BD Bioscience, USA). The capture
antibody was added and the plates were incubated for 16-18 h at 4°C. The ELISA plates were
washed five times with PBS-T, followed by incubation with blocking buffer [PBS with 10%
(v/v) fetal bovine serum] for 2 h at room temperature. A standard concentration curve were
created by cytokine dilution (0 to 2,000 pg). Then, 100 ul of each supernatant sample or standard
were added and incubated for at least 2 h at room temperature. Subsequently, after five washes
with PBS-T, antibody detection solution was added at 1:2,000 for 2 h and, following five washes
with PBS-T, a working substrate was added to each well. Incubation then proceeded at room
temperature for reaction development. The optical density was measured using a microplate

reader (405 nm with correction set at 650 nm) in an ELISA plate reader (results expressed in

pg/ml).

Statistical Analysis

Data were expressed as mean = SD and significant differences between groups were determined
using analysis of variance (ANOVA) and Tukey post-test via the Prism6 software (GraphPad
Software Inc., La Jolla, CA, USA). P values <0.05 were considered to be statistically

significant.
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Results

Chemical Characterization and Quantification of LPS in the

Xanthan Gum

The chemical characterization of xanthan has been previously described'’. The xanthan gum
used in this experiment had moisture, ash, nitrogen, acetyl, pyruvate, and good viscosity in
accordance with the recommendations by the FAO and Burlock for xanthan used as food
additives?>?3. We also investigated the presence of LPS in various concentrations of xanthan
gum by LAL endotoxin test. All concentrations tested exhibited low amounts of endotoxins

(<0.2 EU/ml) (data not show).

Cytotoxicity of Xanthan Gum

The anti-proliferative activity of xanthan was studied in NIH/3T3 mouse fibroblasts cell line.
The cell viability was determined by MTT assay after 24 and 48 h of incubation with different
concentrations of xanthan (Fig 2A). Cells incubated with medium only were taken as negative
control, while those incubated with DMSO (1.0%) were the positive control. None of the
aqueous xanthan solutions (0.1-1.0%) were cytotoxic in vitro. No statistically significant
differences in the growth rate (<50%) were observed between the different xanthan
concentrations and the negative controls over the 24 or 48 h period (P>0.05). In contrast,
Alhydrogel exhibited growth inhibition rates above 50%, demonstrating cytotoxic effect in

fibroblasts cells.

The effects of the adjuvant formulations were also tested to assess the change in cell morphology

after 48 h (Fig 2B). Red-fluorescent propidium iodide is a cell impairment DNA-binding dye
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that indicates an increase in plasma membrane permeability and loss of plasma membrane
integrity. Both the cells treated with xanthan and the untreated cells exhibited low red
fluorescence (Fig. 2B, a and b), which denoted regular and intact cells. This was confirmed by
phase contrast image. A change in the morphology of the cells treated with xanthan was also
identified when compared to the non-treated cells. Observation of the cells treated with
Alhydrogel 15% (Fig. 2B, c) identified damaged cellular membrane with uptake by PI, with
morphological alterations when compared to the untreated control. These cells also exhibited
typical features of apoptosis such as apoptotic nuclei with highly condensed or fragmented

chromatin in multiple sites.

Humoral Immune Response in Immunized Mice

In order to assess the specific antibody response in groups of mice immunized with OVA, blood
samples were collected on days 0, 14 and 28, and the levels of the subclasses of IgG (IgG1,
IgG2a, IgG2b, and IgG3) present in the serum were determined by ELISA (Fig. 3). The group
OVA-xanthan was able to induce humoral response mediated by IgG1 after the second
immunization (day 28), and this was higher than the ovalbumin-saline group (P <0.05). IgG1
antibody levels were also detected after the first immunization (day 14) and second
immunization (day 28) for the OVA-Alhydrogel group. For the other IgG subclasses, only the
OVA-Alhydrogel group had detectable humoral immune response (P<0.05) after the second
immunization. The other groups exhibited no statistically significant levels of antibodies to

IgG2a, IgG2b or IgG3.
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Splenocyte Proliferation Evaluated by SRB

The effects of xanthan on splenocyte proliferative responses to ConA and OV A stimulation was
evaluated by SRB assay (Fig. 4). Splenocyte obtained from group OV A-xanthan (stimulation
index =1.78) and OVA-Alhydrogel (SI=2.42) stimulated ex vivo with OVA proliferated at
higher levels than those in the OV A-salin group (Fig. 4). The saline group (negative control)
did not stimulate splenocyte, thus demonstrating that the CD4 T-cell lymphoproliferation was
a specific response to OVA. The addition of OVA to lymphocytes from animals that had not
been primed with the antigen produced non-significant levels of proliferation. Cells were treated

with ConA, which was employed as a positive control for the experiment.

Production of INF-y by Splenocyte Culture

The presence of the cytokine INF-y were analyzed in supernatants of cultured spleen cells from
immunized mice to evaluate cellular response in polarization of immune response (8). OVA-
xanthan immunized mice had higher levels of IFN-y following ex vivo stimulation with OVA
than the other groups (Fig. 5). The levels of INF-y were similar to those for the ConA positive
control (not shown). In contrast, no INF-y production was detected when spleen cells from other
groups under the same experimental conditions were compared. Measurements of spleen cells
from negative control animals stimulated with OVA produced negligible results. These data
indicated that the CD4" T-cell responses following immunization with OVA-xanthan were

biased toward Thl.
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Discussion

Most licensed vaccines for use in humans work through protective antibody responses mediated
by B-cells. This fact have limited the success of vaccines against pathogens whose response is
T-cell dependent. Thus, there is a need for new adjuvants that deliver antigens in a manner as
to induce an appropriate T-cell-mediated response’>*. In addition, an appropriate polarization
of the immune response is associated not only with the delivery system, but also with the nature
of the antigen and characteristics of the route and frequency of administration?. The correct
adjuvant in combination with the antigen should be capable of inducing both humoral and
cellular immune responses in vaccines'. Xanthan gum, a widely used suspending and
thickening agent, has a backbone chain that consists of (1,4) B-D-glucan cellulose and is a
negatively charged polymer with intrinsic adjuvanticity that is able to activate polyclonal
lymphocytes B in the absence of T cells'*. However, the biological properties and the
mechanism of xanthan adjuvanticity are not clear and, until recently, they have remained
unexplored.

A low incidence of adverse events is critical for the advancement of vaccine candidates. The
biosafety of xanthan gum is evident in the fact it has been used as an FDA-approved food
additive and rheology modifier since 1969!%!!. The parameters evaluated on the constitution of
the xanthan produced in this study were within the required standards established by the FAO??.
However, parameters for xanthan composition as a vaccine adjuvant have yet to be established.
To further confirm that the immune response induction by xanthan gum was not mediated by
contaminating the LPS, we measured endotoxin contamination in samples of different
concentrations of xanthan gum. All concentrations tested contained low amounts of LPS (<0.2
EU/ml) (data not shown), indicating that the antigenicity of xanthan is unlikely to be related to

the LPS present in the polysaccharide preparation.
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Our study showed that xanthan gum produced from Xanthomonas arboricola pv pruni 106 did
not affect NIH/3T3 cell viability. All concentrations tested, including the highest, also had no
effect on cell viability, highlight the biocompatibility of the tested polysaccharide. Furthermore,
previous studies have demonstrated that xanthan gum preparations have a record of safety in

1526 "and in preclinical trials®’, confirming the data obtained in this study. In addition,

Vitro
xanthan is regularly consumed by humans without ill effect. Although further testing is

required, these findings are encouraging for the clinical development of xanthan as adjuvant

vaccine platform.

Most licensed adjuvants work by promoting protective antibody responses. The most abundant
immunoglobulin in serum is IgG, which have four subtypes in mice (IgG1, 2a, b and 3). Each
of these subtypes has a specific function and affinity to FcyR receptors on innate immunity
cells®®. Further to their well-defined roles in triggering the activation of innate effector cells,
these receptors are important in antigen presentation and maturation mediated by immune
complexes on dendritic cells as well as the adjustment and maintenance of B cell survival®. In
present study, an antibody response were observed following vaccination with OV A-xanthan.
Detectable levels occurred following the administration of the priming dose, and the titers
increased with each subsequent boost. Previous work has demonstrated that xanthan gum is
able to induce class IgA and IgG antibodies when administrated via mucosal'é. Data published
by our group showed that xanthan gum is able to induce high titers of IgG antibodies when
administered subcutaneously with antigen LigANI from Leptospira interrogans'’. This
difference may be related to the different antigens and the different animal models studied. In
addition, whereas mice that received OV A in Alhydrogel mounted a strong IgG response, mice
vaccinated with OVA-xanthan exhibited only IgG1 response. This can be attributed to the
mechanism of action of aluminum salts through Th2 immune response, which induced the B-

cell’s production of antibodies, confirming the data obtained during this experiment™°.
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On the other hand, splenocyte proliferation is a crucial event in the activation cascade of both
cellular and humoral immune responses’!*2. As such, the mitogen effects of OVA on the
proliferations of splenocytes were investigated within this study. We demonstrated that
splenocytes isolated from animals immunized with OVA plus xanthan are capable of
responding to antigens by promoting the proliferation of lymphocytes. OVA would be expected
to be preferentially presented by the MHC-II pathway rather than cross-presented by the MHC-

33-36

I pathway™"~°, which indicates a T CD4+ response in cellular culture.

In addition to B-cell humoral response, we found that xanthan gum increases the
immunogenicity of model antigen through cellular responses to INF-y. This aspect of immune
responses is crucial factor in the development of new vaccine adjuvants®. A previous study
found that xanthan gum was capable of enhance antitumoral activity in mice by toll-like
receptor (TLR)-4 recognition, which induces the production of inflammatory cytokines,
including TNF-o and IL-12 p40, via nuclear factor-kB (NFkB)*’. In addition, most of the similar
carbohydrate-based adjuvants, such as lentinan, zimosana, manana and muramyl dipeptide
(MDP), that act by binding to the innate immune response receptors that recognize Pathogen-
associated molecular patterns (PAMPs), including TLRs, NOD2 and C-type lectins, result in
pro-inflammatory cytokine production'®?*3¥, Furthermore, B-1,3-D-glucan polymers purified
from Saccharomyces cerevisiae have demonstrated the ability to induce IgGland IgG2c
antibodies and T-cell responses Th1 to INF-y in mice?*. In combination with pro-inflammatory
cytokines, TLR-induced signal(s) is/are required for memory CD4+ T cell differentiation (but
not for the activation of memory T cells), inducing dendritic cells maturation and migration to
the lymph nodes, as well Thl induction®**’. Thus, the xanthan gum has immunostimulatory

capabilities that make it a great adjuvant for future vaccine formulations.
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Conclusion

In the present study, we demonstrated the adjuvant effect of xanthan gum when used with OVA.
Summarily, it was able to stimulate cellular immune response by cytokine INF-y and humoral
response via IgGl. Furthermore, the xanthan polysaccharide was considered to be
biocompatible when tested in vitro. These results show the use of xanthan gum as a promising

vaccine adjuvant.
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Figure legends

Fig 1: Schematic representation of vaccination regimen. Seven mice BALB/c per group
receive subcutaneous immunizations with different treatments at intervals of 14 days, followed
by splenocytes culture and measurement of INF-y in culture supernatants and proliferative

activity in response to OVA.

Fig 2. In vitro cytotoxicity of the aqueous xanthan solution. (A) The effect of different
concentrations of aqueous xanthan solutions on the inhibition of NIH/3T3 cells was determined
using an MTT assay. The inhibition rate was related to the negative control (DMEM). Cells
were treated with DMSO 1% as positive control. The data are expressed as the means = SD of
tree independents experiments. (B) Representative composite images show cell viability by
propidium iodide (PI) staining after the cells were treated with xanthan 0.5% (b) or Alhydrogel
15% (c) for 48 hours, stained with PI and visualized by fluorescent and phase-contrast
microscopy. Untreated cells (a) and those treated with DMSO 1% (d) as controls of
experiments. Red fluorescence indicates membrane damage and PI uptake. Arrows represent

dead cells with apoptotic nuclei. Original magnification x 40.

Fig 3. IgG Isotypes antibodies induced by xanthan gum. BALB/c mice were subcutaneously
immunized twice at a two-week interval with OVA (10 pg) alone as a control, or in combination
with Alhydrogel (15%), or xanthan (0.5%). A group immunized with saline solution was used
as control. Blood was collected on days 0, 14 and 28 after immunization. The responses of the
IgG isotypes (IgG1, IgG2a, IgG2b and 1gG3) were determined by ELISA with serum dilution
1:100, and humoral response compared to the negative control group (saline). The values shown

are the mean + SD of three independent experiments. (*P<0.05, **P<0.005).
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Fig 4. Splenocytes proliferative responses. Splenocytes were prepared two weeks after the
last immunization and cultured for 48h with ConA (final concentration 10 pug/ml) or OVA (final
concentration 10 pg/ml). The proliferation of splenocytes was measured using the SRB method
as described, and shown as a stimulation index (SI). The values represent mean = SD of three

independent experiments (n=7 per group). Bars with different letters represent P<0.05.

Fig 5. Quantification of INF-y in splenocytes culture by ELISA. Spleen cells were isolated
and cultured in 24-well tissue culture plates (5x10° cells/well) for 48h. The levels of the IFN-y
in cell-free culture supernatants were measured by ELISA. The values represent the mean = SD
of the three independents experiments. For statistical analysis, concentration values for the
immunized groups treated with the OVA were compared with those for the OVA-saline

immunized group treated with OV A, and bars with different letters represent P<0.05.
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5. DISCUSSAO GERAL E PERSPECTIVAS

O polissacarideo xantana possui aplicacdo voltada principalmente como
aditivo alimentar aprovado pelo FDA desde 1969, sendo utilizado como um agente
espessante e estabilizador (FAO/WHO 1999). No entanto, suas propriedades
biolégicas e seu mecanismo adjuvante ndo sao claros e permaneceram pouco
explorados até o momento. A partir dos resultados aqui apresentados, a constituicdo
da xantana utilizada apresentaram resultados dentro dos padrdes estabelecidos pela
FAO, sem a presenca significativa de niveis de LPS. Esse resultado é importante, pois
exclui-se a atribuicdo do efeito imunogénico a esse composto contaminante (Mohan
et al. 2013).

A avaliacdo dos possiveis efeitos téxicos em estudos in vitro fornecem
informacdes valiosas combinadas aos ensaios pré-clinicos. A avaliacdo de novos
adjuvantes vacinais precisam ser, antes de mais nada, seguros e biocompativeis para
utilizagdo in vivo. Assim, a citotoxicidade celular da xantana foi testada em linhagens
NIH/3T3 de fibroblastos de camundongos cultivadas com diferentes concentragdes do
polissacarideo. Para ambos os periodos de tratamento (24 e 48h), as concentracfes
testadas apresentaram taxas de inibicdo de crescimento inferior a 50%, ndo alterando
a viabilidade celular. Além disso, as células exibiram morfologia normal quando
observadas em microscopia de fluorescéncia e de contraste de fase. De forma
semelhante, estudos prévios avaliaram a citotoxicidade in vitro da xantana e ndo foram
observadas alteracdes na viabilidade celular (Chiou et al. 2009; Dyondi et al. 2013).

A capacidade do adjuvante vacinal em induzir respostas imune humoral e
celular sdo fundamentais no desenvolvimento de vacinas efetivas (Reed et al. 2013).
Os resultados apresentados mostraram que o polissacarideo xantana foi capaz de
induzir resposta humoral por IgG1 nos animais vacinados a partir da segunda dose
administrada, em niveis superiores aqueles induzidos nos animais imunizados
somente com ovalbumina. Além disso, os resultados da proliferacdo celular e
quantificacdo da citocina INF-y em cultivos de esplendcitos dos animais tratados com
xantana sugerem a ativacao da resposta celular através da ativagédo de células T CD4*
Thl apds o regime de imunizagéo.

Porém, diversos aspectos envolvendo a ativacdo da resposta imune pelo

polissacarideo permanecem ainda inexploradas. As possiveis subpopulacdes de



958
959
960
961

962

963
964

965
966
967
968
969
970
971
972
973
974
975
976
977

978

58

células T e avaliacdo de diferentes mecanismos efetores sdo importantes parametros
em novos adjuvantes (Zhou et al. 2009). Além disso, diferentes rotas de imunizacao
podem ser avaliadas tanto no aspecto de imunogenicidade quanto de seguranca do

composto quando combinados com antigenos (Liang & Loré 2016).

6. CONCLUSOES GERAIS

1) A xantana obtida de Xanthomonas arboricola pruni pv 106 ndo apresentou
citotoxicidade nas diferentes concentracfes testadas nos testes realizados in

vitro;

2) As formulacbes contendo ovalbumina associada a xantana foram capazes de
induzir uma resposta imune humoral mediada por IgG1 em camundongos
superior a formulagbes contendo somente ovalbumina, porém inferiores a

ovalbumina-alhydrogel;

3) Os animais imunizados com xantana tiveram uma resposta proliferativa e
producado de INF-y a partir dos cultivos de esplendcitos quando estimulados ex
vivo com o0 antigeno ovalbumina maior que os demais grupos testados durante

0S experimentos.
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