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Resumo

Panatieri RH. Caracterizacédo da resposta imune gerada pelo direcionamento de uma
proteina de Plasmodium para as células dendriticas. [Tese (Doutorado em
Parasitologia)]. Sdo Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o
Paulo; 2016.

Em geral, a imunidade protetora contra muitos patdgenos depende da geracédo e
manutencdo do repertorio de linfécitos T de memoria, e de sua manutencao por
longos periodos de tempo ap6s um contato inicial com o patégeno. Sabemos que a
geracdo dessas células esta correlacionada com a ativacdo de células do sistema
imune especificas ao parasito e com a apresentacdo de antigenos pelas células
dendriticas (DCs). Essas células tém um papel central no sistema imune,
conectando as respostas imunes inata e adaptativa. Nos Ultimos anos, o
direcionamento de antigenos para as DCs tem sido estudado como um novo método
vacinal. Essas estratégia consiste em entregar antigenos diretamente para DCs
usando anticorpos monoclonais que reconhecem receptores expressos na superficie
dessas células. Sendo assim, o principal objetivo desse trabalho foi direcionar uma
proteina de Plasmodium para a subpopulacdo DEC205" de DCs. Para isso
camundongos foram imunizados com duas doses do anticorpo monoclonal
aDEC205.CS na presenca de poly I:C como adjuvante, e entdo desafiados dias apos
a segunda imunizagdo, com esporozoitos de P. yoelii. Como controles da proteina
nao direcionada, utilizamos o anticorpo monoclonal fusionado desnaturado, sem
capacidade de reconhecer o receptor, e também a proteina recombinante (CSr). A
proteina direcionada ndo protegeu camundongos do desafio, mas a proteina nao
direcionada protegeu, alcancando niveis de protecdo estéril em torno de 100% em
alguns casos. Na tentativa de entender os mecanismos envolvendo esses
resultados, observamos que a resposta humoral pareceu ocupar um papel central
nos mecanismos de protecdo. Encontramos correlacdo entre a quantidade dos
anticorpos e a protecdo relativa dos animais imunizados com a proteina nao
direcionada. Além disso, utilizando anticorpos monoclonais que reconhecem
diferentes por¢des da proteina, demonstramos que a regido conhecida como ‘major
repeat’ pode ser utilizada como alvo direto de pesquisas em vacinas contra maléria,
para a geracao de uma resposta imune protetora.

Palavras-chave: Maléaria. Células dendriticas. DEC205. Anticorpos monoclonais.



Abstract

Panatieri RH. Characterization of the immune response when targeting a protein
from Plasmodium to dendritic cells [Ph.D Thesis (Parasitology)]. Sdo Paulo: Instituto
de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo; 2016.

In general, protective immunity against many pathogens depends on
the generation and maintenance of T lymphocyte memory repertoire, and the survival
of cells for a long period of time after initial contact with pathogens. We know that the
generation of these cells is correlated with the activation of parasite-specific immune
cells and the presentation of antigens for dendritic cell (DCs). These cells have a
central role in immune system, connecting innate and adaptive immunity. In the last
few years, targeting antigens to DCs has been studied as a new vaccination method.
This strategy consists in the delivery of antigens directly to DCs using monoclonal
antibodies which recognizes receptors expressed on the surface of these cells. So,
the main objective of this work was target circunsporozoite protein (CSP), an antigen
from Plasmodium, to a DEC205" (DC) subset. Mice were immunized twice using
fused antibodies aDEC205.CS with Poly I:C as adjuvant, and then challenged a few
days after the second dose using Plasmodium yoelii sporozoites (spz). As control,
non-targeting protein was used denatured antibody and CS recombinant protein
(CSr). Targeting protein did not protect mice from challenge, but non-targeting CS
lead, in some cases, to 100% of protection. Trying to understand the mechanisms
involving these results, we observed that humoral response seems to be the central
part in this process. We found correlation between levels of antibody response with
protection, with high levels of anti-CS total IgG in mice immunized with non-targeting
protein. Besides, using monoclonal antibodies, which recognizes major and minor
repeat, we were able to map major repeat as a potential target for new researches in
malaria vaccine for generation of protective immune response.

Keywords: Malaria. Dendritic cells. DEC205. Monoclonal antibodies.



1 INTRODUCAO



1.1 Malaria

A malaria € uma doenca endémica em diversos paises de regides tropicais e
subtropicais. Causada pelo Plasmodium, um parasito do filo apicomplexa, em 2013
infectou aproximadamente 198 milhdes de pessoas e causou cerca de 584 mil
mortes, a maioria de criancas menores de 5 anos, em decorréncia das

complicagbes causadas pela infecgao (1).

Confirmed malaria cases per 1000 population

I 00 10-50 0.1-1 No ongeing malaria transmission
B 50100 1-10 0-01 Not applicable Source: National malaria control programme reports

Figura 1 - Mapa esquematico apontando as regidoes de areas endémicas, demarcadas em tonalidades diferentes,
referenciando o nimero de casos em cada regido por mil habitantes
Fonte: World Malaria Report 2014, WHO.

No mesmo periodo no Brasil a incidéncia foi de aproximadamente 200 mil
casos, concentrados principalmente na regido Amazonica (1). Em mais de 80%
dos casos relatados no pais as infec¢cdes sado causadas por P. vivax, uma das
espécies do parasito que infectam os seres humanos.

Além dessa, existem outras espécies que infectam humanos, como € o caso do
P. falciparum, com infeccbes geralmente confinadas a regibes tropicais, e que

juntamente com o P. vivax somam cerca de 95% das infeccbées no mundo (2); o P.



knowlesi, que apesar de ser mais conhecido por causar a doenga em macacos,
alguns casos de malaria humana nas regibes de Borneo, Tailandia e Filipinas, tem
sido atribuidos a essa espécie (3,4). Também sdo relatados casos de infeccdes
ocasionadas por P. ovale e P. malariae, com a maioria dos casos registrados na
regido da Africa Oriental e na regido da Africa subsaariana, respectivamente (2).
Nessas regides tropicais e subtropicais do globo o clima é propicio para o
desenvolvimento do ciclo de vida de mosquitos, como os do género Anopheles, e séo
as fémeas dessa espécie 0s vetores ideais para a transmissdo desses parasitos.
Fémeas do mosquito carreando esporozitos na sua glandula salivar injetam
esses parasitos na pele do hospedeiro vertebrado durante nova hematofagia. Ao
contrario do que se acreditava, esses parasitos ndo sao injetados diretamente na
corrente sanguinea, na verdade sao depositados em diferentes partes da pele antes
de atingirem os vasos, fato que parece ndo seguir um padrdo randdémico de
movimentacdo (5). Quando na corrente sanguinea, o que pode levar de minutos a
horas a partir do momento da picada, 0s esporozoitos migram até o figado, onde
invadem hepatocitos. Durante esse periodo os parasitos se dividem e se diferenciam
em merozoitos, formas capazes de invadir eritrocitos. Para sair do figado e chegar a
corrente sanguinea novamente o0s parasitos conseguem se desprender dos
hepatécitos em formacbes chamadas merossomos, constituidas de parte do

citoplasma da células infectadas (6).
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Figura 2 - Desenho esquematico do ciclo de desenvolvimento do parasito, apresentando as duas fases que ocorrem
dentro do hospedeiro vertebrado e a fase sexuada que ocorre dentro do hospedeiro invertebrado. Fonte: Menard, R.
2015; doi:10.1038/nrmicro3111

Essas formacfes se rompem ao atingir o sangue liberando os merozoitos que
irdo invadir hemacias, iniciando a fase sanguinea do desenvolvimento (Figura 2).

Nesse estagio, apds invadir os glébulos vermelhos, o parasito se replica
originando novos merozoitos que, ao serem liberados apos hemolise, irdo infectar
novas células. Durante a replicacdo, alguns parasitos se diferenciam em formas
gametociticas capazes de infectar o vetor invertebrado. No momento da hematofagia,
0 mosquito ingurgita os gametdcitos que irdo, de forma sexuada, originar 0os oocistos
contendo centenas de esporozoitos capazes de infectar o hospedeiro vertebrado.

Dentre os sintomas, geralmente observa-se que o paciente € acometido por

anemia como consequéncia do rompimento direto das hemacias durante a replicacédo



do parasito, pela lise e remocéo de hemacias pelo sistema imune ou pela supressao
medular que pode ocorrer em determinados casos.

Grande parte dos sintomas clinicos atribuidos a infec¢do pelo Plasmodium s&o
decorrentes do estagio sanguineo de replicacdo. Febre alta, associada a calafrios,
sudorese, dores de cabeca e pelo corpo podem seguir dias apos a infeccéo.

Mesmo com um quadro, na maioria dos casos, sintomatico, como descrito
acima, a resposta imunoldgica protetora, quando gerada, requer uma reestimulacéo
constante das células imunes, com antigenos do parasito, € mesmo assim, o

hospedeiro permanece suscetivel a reinfeccao.

1.2 Respostalmune

Em geral, a imunidade protetora contra varios organismos patogénicos
depende da inducao de resposta imune inata, apds um primeiro contato, e da geragao
e manutencao do repertdrio de linfocitos de memoria.

No caso de infec¢bes pelo Plasmodium, estudos utilizando modelos murinos de
infeccao pelo P. yoelii e P. chabaudi demonstram, respectivamente, a importancia da
resposta imune inata, em limitar a carga parasitaria (7), e da resposta imune
adaptativa, na eliminacéo de estagios sanguineos de infecgéo (8).

O sistema imune inato, através de células e moléculas solluveis presentes no
sangue, fluidos extracelulares e secre¢cbes epiteliais, consegue enfraguecer ou
eliminar o Plasmodium (9). Estudos com modelo murino de infecgéo pelo P. chabaudi
demonstram, por exemplo, que na auséncia de células NK (do inglés ‘Natural killer) a
parasitemia, na fase aguda da infeccdo e durante a recrudescéncia, é mais elevada

(8). Em estudos com o P. yoelii, observa-se que a producao de IFNy por essas células



estd envolvida na cura espontanea da infeccdo durante o estagio sanguineo de
infeccéao (8,10).

Além das células NK, células da linhagem monocitica incluindo mondcitos,
células dendriticas e macréfagos apresentam um papel indispensavel durante a
infeccdo (11). As modificacbes que ocorrem na superficie de eritrocitos infectados
(12) ativam mondcitos de forma direta, através da interacdo de receptores com
proteinas expressas pelo parasito na superficie das células infectadas (13—-15); ou de
forma indireta, por deposicdo de moléculas do sistema complemento ativadas (16) e
de anticorpos, que, por sua vez, sdo capazes de ativar os mondcitos, via receptores
de complemento e receptores Fc (17,18), mediando a protecdo por mecanismos
envolvendo fagocitose. Os mondcitos ativados nos tecidos podem se diferenciar em
macrofagos, quando estimulados por M-CSF, ou em DCs, quando estimulados por IL4
e GM-CSF, por exemplo (9). Tanto macréfagos quanto DCs expressam receptores do
tipo Toll (do inglés “toll like receptor” — TLR), que funcionam como sensores para a
presenca de micrébios (Tabela 1). A inducdo desses receptores promove
diferenciacéo e ativacdo de DCs capazes de mediar mecanismos de resposta imune
inata, por exemplo, através da producdo de IFNy e TNFa capazes de ativar
macrofagos e células NK . Essa ativacdo pode ocorrer por contato direto através da
expressao de moléculas co-estimulatérias CD80 e de algumas citocinas como IL15,
IL12 e IFNa/B (19).

Além de expressar diferentes citocinas, durante a resposta imune inata, as DCs
também sdo capazes de mobilizar linfécitos T naive. Essa propriedade intrinseca
permite a inducdo de respostas imunes adaptativas através de trés caracteristicas

basicas importantes: 1) sua distribuicdo por todo o corpo, especialmente na periferia
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onde 2) através de receptores endociticos expressos na membrana, conseguem
capturar antigenos, iniciando os processos de maturacdo e migracdo para os 6rgaos
linfoides periféricos, e entdo 3) promovem a ativacdo e expansao de linfocitos
especificos, iniciando a resposta imune adaptativa. Essa resposta, em um contexto
infeccioso, pode induzir uma resposta de memoéria, envolvendo células capazes de
responder a um antigeno por longos periodos, mesmo apds o término do processo de
infeccédo (20).

Durante a maléria uma resposta celular de memdéria correlaciona-se tanto com
a ativacdo de linfocitos T especificos quanto com a apresentacao de antigenos pelas
DCs. Estudos utilizando modelos murinos de infec¢do pelo Plasmodium mostram que
a protecao induzida por imunizaces com esporozoitos irradiados requer resposta
celular com ativacéo de linfocitos T CD4" (21) importantes na expansao de linfécitos T

CD8" especificos para antigenos da fase pré-eritrocitica, por exemplo (22,23).

1.3 Vacinas contra Malaria

Apesar dos esforcos continuos, métodos de prevencéo sao dificeis e nenhuma
droga € universalmente eficaz (2). Por esse motivo, sdo diversos 0s grupos de
pesquisa que atualmente buscam o desenvolvimento de formulagbes vacinais
capazes de gerar uma reposta imune protetora e de longa duracdo contra antigenos
do Plasmodium.

Buscando por essa resposta, algumas pesquisas tém demonstrado o efeito
protetor da utilizagdo de esporozoitos irradiados em ensaios de imunizagao (24,25). O

estudo mais recente realizado por Hoffman e cols (26) demonstrou que todas as
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pessoas submetidas a cinco imunizacdes com 1,35 x 10° esporozoitos irradiados
(ISpz) de P. falciparum ficaram protegidas.

Mesmo a Mosquirix™ ou RTS,S, uma formulacdo vacinal desenvolvida e
testada pela empresa GlaxoSmithKline (GSK), e que possui uma aceitacdo positiva
pelas agéncias de saude europeias, apresentou 50% de protecdo em testes clinicos
realizados em areas endémicas.

Embora os resultados sejam promissores, essa € uma estratégia que demanda
alto investimento, o que pode dificultar sua distribuicdo e administracdo para a
populacdo em geral.

Nos ultimos 10 anos, mais de 40 vacinas foram desenvolvidas na tentativa de
controlar a infeccdo pelo Plasmodium sendo testadas em ensaios clinicos (27).

Assim como a Mosquirix'™ , a maior parte dessas formulacées tem como alvo
proteinas do parasito expressas na fase hepatica do ciclo de desenvolvimento; uma
outra parte busca como alvos proteinas da fase eritrocitica do desenvolvimento. Em
ambos 0s casos 0 objetivo é o desenvolvimento de protecdo mediante a inducéo de
resposta celular por linfécitos T CD8" ou resposta humoral associada ao
desenvolvimento de linfécitos T CD4" especificos a antigenos do parasito,
respectivamente (27).

Mesmo promissores, 0s niveis de protecdo obtidos estdo ainda abaixo dos
ideais, havendo a necessidade, ndo somente da administracdo de doses sequencias
da vacina, mas também da utilizacdo de métodos de controle dos mosquitos vetores,
para que se atinja um maior numero dentro da populagéo.

Por esse motivo, as pesquisas em vacinas contra malaria buscam hoje néo

somente por novas formulagbes, mas também por novos métodos vacinais que
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aprimorem a resposta imune de longa duragdo contra antigenos do Plasmodium, e

gue sobretudo, consigam induzir protecdo maior.

1.4 Direcionamento de antigenos para as Células Dendriticas

Na ultima década, uma estratégia vacinal, utilizada com eficacia na geracéao de
respostas imunes celular e humoral contra diferentes patdgenos, consiste no
direcionamento de antigenos para DCs utilizando anticorpos monoclonais que
reconhecem receptores endociticos expressos na membrana dessas células (28,29).

As DCs sao centrais na inducéo de respostas adaptativas tanto no contexto de
infeccbes causadas por patégenos quanto em imunizacbes, sendo também
importantes para manutencdo da tolerancia periférica (30,31). Elas podem ser
divididas em dois subtipos principais: as DCs convencionais (cDCs) e as DCs
plasmocitoides (pDCs). As cDCs podem ser subdivididas pela expressdo de
moléculas de superficie (32,33), como a cadeia alfa da molécula CD8 (CD8a) e a
integrina CD11b (34). DCs CD8a" e CD11b" apresentam expressio diferenciada de
receptores do tipo Toll (TRL) e receptores para lectinas, como por exemplo DEC205
(CD205), Clec9A e langerina, expressos principalmente em DCs CD8a*. As DCs
CD11b" expressam exclusivamente o receptor de lectinas DCIR2 (35,36). Além disso,
essas subpopulacdes séo encontradas em diferentes regides do linfonodo, sendo as
DCs CD8a"DEC205" encontradas majoritariamente na zona de células T, enquanto
as DCs CD8a'DCIR" sdo encontradas na polpa vermelha e na zona marginal (34,36).
Essas caracteristicas quanto a expressdo de receptores de membrana e a localizacdo

dessas DCs em regides distintas dentro dos 6rgdos linfoides secundarios, podem
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indicar propriedades funcionais diferentes para essas subpopulacbes. O
direcionamento de antigenos para cada subpopulacdo pode também contribuir para o
esclarecimento das funcbes de cada subpopulacdo. Estudos recentes mostraram que
as DCs CD11b'DCIR2" produzem mais IL4 e expressam também quimiocinas
capazes de atrair linfocitos T CD4" e promover sua ativacéo. Por outro lado, as DCs
CD8a'DEC205" expressam as citocinas IL12 e IL15 que estdo envolvidas na
diferenciacédo de linfocitos T citotoxicos (37,38) e na polarizacdo da resposta imune
para o perfil Thl (36). Além disso, essa subpopulacédo tem a capacidade de promover
apresentacao cruzada de antigenos endocitados via moléculas de MHC | para células
T CDS8", fato importante quando procuramos induzir imunidade protetora contra
infec¢des pelo Plasmodium utilizando antigenos expressos na fase hepética de seu
desenvolvimento.

Vérios estudos tém demonstrado a eficiéncia do direcionamento de antigenos
utilizando como alvo o receptor endocitico DEC205. Em 2001, Hawiger e cols (28)
demonstraram a necessidade da utilizacdo de estimulos de maturacdo para as DCs
na inducdo de resposta imune utilizando o direcionamento de antigenos com um
anticorpo monoclonal aDEC205. Nesse estudo, o anticorpo monoclonal hibrido
aDEC205 acoplado a proteina HEL (do inglés ‘hen egg lysozyme’) foi utilizado em
testes de imunizagdo, com ou sem estimulo de maturagdo. Camundongos imunizados
apenas com o anticorpo monoclonal hibrido desenvolveram tolerancia, com delecéo
de células T especificas ao antigeno. Por outro lado, a imunizagdo com anticorpo
monoclonal hibrido juntamente com um estimulo de maturagcdo promoveu ativacdo
prolongada de células T e imunidade (28). Da mesma forma, Bonifaz e cols. (39),

utilizando anticorpo monoclonal aDEC205 acoplado a OVA, também observaram a
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inducdo de tolerancia em testes de imunizacdo sem estimulacdo, fato que se
modificou quando a imunizacdo ocorreu juntamente com aCD40, um estimulo de
maturagdo que levou a ativagio prolongada de células T CD4" e CD8" (40).

Em modelo de EAE (encefalite experimental aguda), o direcionamento de
antigenos também foi capaz de induzir tolerancia a MOG (do inglés ‘myelin
oligidendrocyte glycoprotein’) (41), peptideo que induz a inflamacdo no sistema
nervoso central em conjunto com a administracéo de toxina diftérica (42). O anticorpo
monoclonal aDEC205 acoplado a OVA foi utilizado em outro estudo no qual
camundongos foram imunizados juntamente com dois estimulos de maturacao,
aCD40 e poly I:C. A geracdo de resposta humoral especifica foi medida contra o
hapteno NP apds a administracdo de uma dose de reforco com a proteina OVA-NP.
Boscardin e cols. (43) observaram a geracdo de uma resposta de células T auxiliares
capaz de induzir uma resposta humoral especifica. No mesmo trabalho, a proteina
circumsporozoita utilizada em fusdo com o anticorpo monoclonal aDEC205 foi efetiva
na geracao de resposta de células T especificas ao antigeno, auxiliando na geracéo
de anticorpos contra a proteina em questao (44). A ativacdo especifica do sistema
imune também foi observada em estudos com a proteina Gag p24 do virus HIV
direcionada para as DCs utilizando anticorpos monoclonais contra o receptor
DEC205. Nesse caso o direcionamento foi capaz de aumentar a producao de IFNy e
IL2 por células T CD4" (45) e de levar a protecéo contra o desafio com virus vaccinia
expressando a proteina Gag recombinante (29).

Em estudos utilizando o antigeno LcrV de Yersinia pestis, o direcionamento

para DCs foi efetivo em gerar resposta imune celular com aumento de células T CD4"
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produtoras de IFNy e resposta imune humoral com producédo de anticorpos IgG2a e

IgG2c especificos (46).



6 CONCLUSOES
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Quando iniciamos o projeto tinhamos como foco aumentar a capacidade
protetora da resposta imune gerada utilizando um novo método vacinal. Nossa
hipétese havia sido fundamentada em dados mostrando que o direcionamento
induzia resposta imune celular e humoral contra antigenos como OVA e,
também, contra a proteina CS de P. yoeli, mas sem ensaios que
demonstrassem correlacdo com a capacidade protetora dessa resposta
gerada. Com objetivos centrados na busca por repostas que corroborassem ou
refutassem nossa hipétese, utilizamos o anticorpo aDEC205.CS para direcionar
esse antigeno e verificar se a resposta gerada era capaz de proteger animais
contra o desafio.

A medida que avancamos n0SsS0S experimentos, observamos que
nossos controles de proteina ndo direcionada foram capazes de proteger os
animais em indices de até 100% em alguns casos, diferente dos nossos grupos
experimentais, que receberam a proteina direcionada, onde ndo houve
protecao.

Ao longo do trabalho fizemos diversos questionamentos, na tentativa de
entender esses resultados, mas muitos permaneceram sem resposta. Algumas
dessas questdes para serem respondidas requerem solucdes a longo prazo,
como por exemplo, a pesquisa para entender a influéncia da avidez e dos
isotipos de 1gG na protecao relativa aos grupos controles.

Acreditamos que esse trabalho trara bons resultados. Por isso estamos
investindo em meios de responder as questées que ficaram em aberto. Novas
técnicas estdo sendo empregadas para que possamos entender, de forma mais

precisa, o papel de cada componente e a qualidade da resposta imune na
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protecdo observada. Desenvolvimento de anticorpos monoclonais, modificacao
de isotipos, sdo algumas das técnicas a serem empregadas em novos
experimentos.

Nosso pensamento foi sempre em busca de meios que possam trazer a
ciéncia mais proxima de uma solucéo eficaz no combate de uma doenca que

tem como principais vitimas criancas.
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