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RESUMO

CASALE, P.O.A. Caracterizagdo da resposta imune celular induzida pela
imunizacdo experimental com antigenos recombinantes de Plasmodium vivax.
2013. 118 f. Dissertagdao de Mestrado. Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas,
Universidade de S&o Paulo, S&o Paulo, 2013.

A maléria continua sendo um dos maiores problemas de saude publica no mundo e
apesar dos muitos esforcos no combate a doenca, as estratégias disponiveis hoje
ainda nao foram capazes de controlar com eficiéncia sua disseminacgédo global. Por
isso 0 desenvolvimento de uma vacina € de extrema importancia. Devido a
complexidade do ciclo do parasita, consideramos que uma formulagcéo vacinal eficaz
para a inducdo de resposta imune protetora contra o P. vivax devera conter regifes
de antigenos de varios estagios do parasita. Dentre os varios antigenos da fase
sanguinea do plasmédio identificados, o Antigeno 1 de Membrana Apical (AMA1), a
por¢cdo C-terminal da Proteina 1 de Superficie do Merozoito (MSP119) e as proteinas
da familia MSP3 tém se mostrado promissores. Portanto, o objetivo deste estudo foi
caracterizar a resposta imune celular induzida em camundongos pela imunizagao
experimental com antigenos de P. vivax candidatos a vacina, tendo como foco
principal a combinacdo das proteinas AMALl, MSP119 e MSP3p. Inicialmente, as
imunizacdes experimentais com a combinagdo dos 3 antigenos foram realizadas na
presenca de Adjuvante Incompleto de Freund (AIF) em camundongos C57BL/6. Os
camundongos imunizados nao apresentaram respostas significativas com
proliferacéo e secrecdo de IFN-y por linfocitos T CD4* e CD8* apds estimulacdo in
vitro com as proteinas recombinantes ou peptideos sintéticos baseados na proteina
AMAL. Por outro lado, o adjuvante Poly (I:C) mostrou-se mais eficiente na indugéo
de resposta proliferativa por linfocitos T CD4*, quando testado com a proteina
MSP119-PADRE. Assim, selecionamos este adjuvante para dar continuidade as
imunizacdes experimentais com a combinacdo de antigenos. Por ELISPOT, foi
possivel demonstrar que a co-administracdo dos 3 antigenos foi capaz de estimular
células produtoras de IFN-y em resposta a todos os antigenos testados. Também foi
nosso objetivo avaliar a producdo de IFN-y ap0s imunizacdo de linhagens distintas
de camundongos com uma proteina quimérica recentemente produzida em nosso
laboratério (AMA1-MSP119). Em C57BL/6, a producado de IFN-y foi significativamente
maior no grupo imunizado com a proteina de fusdo, quando comparado com 0 grupo
que recebeu a co-adminstracdo dos dois antigenos, mostrando que a utilizagdo de
proteinas fusionadas pode solucionar possiveis problemas de competicdo
antigénica. Em conjunto, nossos dados demonstram que a utilizacdo de multiplos
antigenos fusionados, ou co-administrados, pode ser uma estratégia promissora de
vacinacao contra a malaria.

Palavras-chave: Parasitologia, malaria, P. vivax, vacina, resposta imune celular.
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ABSTRACT

CASALE, P.O.A. Characterization of the cellular immune response induced by
experimental immunization with recombinant antigens of Plasmodium vivax.
2013. 118 f. Dissertagdao de Mestrado. Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas,
Universidade de S&o Paulo, S&o Paulo, 2013.

Malaria remains as a major public health problem worldwide. In spite of the efforts for
prevention, the strategies available today have not succeeded to control its global
distribution. Therefore, the development of a vaccine is extremely important. Due to
the complexity of the parasite cycle, we consider that an effective vaccine formulation
to induce protective immune response against P. vivax should contain regions of
antigens from several stages of the parasite. Among the different blood stage
antigens of Plasmodium identified, the Apical Membrane Antigen 1 (AMAL1), the C-
terminal portion of the Merozoite Surface Protein 1 (MSP1li9) and MSP3 family
proteins have shown promising results. Therefore, the aim of this study was to
characterize the cellular immune response induced in mice by experimental
immunization with antigens from P. vivax vaccine candidates, focusing mainly on the
combination of proteins AMA1l, MSP1lis and MSP3p. Initially, the experimental
immunizations with the combination of the three antigens were performed in the
presence of Incomplete Freund's Adjuvant (IFA) in C57BL/6 mice. Immunized mice
displayed no significant proliferative responses and secretion of IFN-y by CD4* and
CD8* T lymphocytes after in vitro stimulation with recombinant proteins or synthetic
peptides based on the AMAL1 protein. In contrast, Poly (I:C) adjuvant was more
efficient inducing CD4* T lymphocytes proliferative response to the MSP119-PADRE
protein. Thus, we selected this adjuvant to continue the experimental immunizations
with the different antigen combinations. The ELISPOT results demonstrated that co-
administration of the 3 antigens stimulated IFN-y producing cells in response to all
antigens tested. We also assessed the production of IFN-y after immunization of
distinct mouse strains with a chimeric protein produced recently in our laboratory
(AMA1-MSP119). In C57BL/6, IFN-y production was significantly higher when we
used spleen cells from mice immunized with the fusion protein, when compared with
cells from mice that received the co-administration of two antigens, showing that the
use of fused proteins can solve possible antigenic competition problems. Together,
our data demonstrate that the use of multiple fused or co-administered antigens may
be a promising strategy for malaria vaccination.

Keywords: Parasitology, malaria, P. vivax, vaccine, cellular immune response.
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1.1. Aspectos Epidemioldgicos da Malaria

A malaria, doenca infecciosa parasitaria causada por protozoarios do género
Plasmodium, continua sendo um dos mais importantes problemas de saude publica
no mundo. Apesar dos muitos esforcos no combate a doenca, as estratégias
disponiveis ndo tém sido capazes de controlar com eficiéncia sua disseminacao
global (World Malaria Report, 2012). Existem em torno de 100 espécies de
plasmaodios causadores da malaria. Contudo, sdo conhecidas apenas 5 que infectam
o homem: Plasmodium falciparum, Plasmodium vivax, Plasmodium malariae,
Plasmodium ovale e Plasmodium knowlesi, este antes infectante apenas para
macacos. Nos ultimos anos, casos de malaria em humanos relacionados ao P.
knowlesi nas Filipinas, Malasia e Tailandia, tornaram-se frequentes, classificando-o
como a quinta espécie infectante também para o homem (White, 2007; Lee et al.,
2009; Singh; Daneshvar, 2013).

Com relacao a distribuicdo mundial, a doenca concentra-se principalmente
em regides de clima tropical. Dentre as espécies de plasmadios que causam malaria
humana, o P. falciparum é considerado o mais virulento, com distribuicdo
principalmente nos tropicos, sendo predominante no continente africano, enquanto
que o P. vivax é considerado menos agressivo, porém com maior distribuicdo ao
longo dos trépicos, subtrépicos e regides temperadas (revisado por Garcia, 2010).

Segundo a Organizacao Mundial de Saude (OMS), 3,3 bilhGes de pessoas
vivem em areas de risco de transmissdo. Em 2011, foram registrados cerca de 87
milhdes de casos de malaria no mundo, onde a maioria, 79 milhdes (90%)
concentrou-se no continente africano. Em relagdo ao numero de mortes, foram

registradas em torno de 106.824, sendo a Africa responsavel por 96% dos casos.
2



Casale, P. O. A 1. Introducéo

Criancas menores de 5 anos e mulheres gravidas sdo mais severamente afetadas
pela doenca (World Malaria Report, 2012).

O P. vivax é a segunda espécie mais prevalente no mundo. Além de
coexistir em vérias areas com P. falciparum, concentra-se principalmente no leste e
sudeste da Asia, com 66% dos casos por esta espécie, seguida da regido leste do
mediterraneo (15%) e da América do Sul (13%) (Arévalo-Herrera et al., 2010).

No Brasil, a Amazbnia Legal, formada pelos estados do Acre, Amapa,
Amazonas, Rondbnia, Roraima, Mato Grosso, Para, Tocantins e uma parte do
Maranh&o, corresponde a regido endémica, concentrando 98,8% dos casos, como

mostra a Figura 1.
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Figura 1: Distribuicdo da Maléria no Brasil (WHO, 2012).

A espécie de maior distribuicdo no Brasil € o P. vivax, sendo responsavel por
87% dos casos, seguido pelo P. falciparum, com 13% (World Malaria Report, 2012).
A figura 2 mostra o numero de casos registrados de malaria ha Amazonia

Brasileira (Amazénia legal) entre os anos de 1960 e 2009. Noventa municipios sao
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considerados de alto risco para a maléria, ou seja, com um indice Parasitario Anual
(IPA) igual ou superior a 50 casos por 1.000 habitantes. A elevada taxa de
transmissao esta relacionada a varios fatores como a alta densidade de mosquitos
vetores, agente etioldgico e populacdo suscetivel, altos indices de pluviosidade,
amplitude da malha hidrica e cobertura vegetal, assim como desmatamentos,
construcdo de hidroelétricas, estradas e de sistemas de irrigacdo. Problemas sociais
como a presenca de numerosos grupos populacionais, morando em habitacbes com
auséncia completa ou parcial de paredes laterais e trabalhando préximo ou dentro

das matas, também contribuem para a transmissédo da malaria (Ministério da saude,

2009).
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Figura 2: Casos de malaria registrados na Amazonia Legal entre 1960 e 2009 de
acordo com as espécies (Adaptado de Oliveira-Ferreira et al., 2010).

Nota-se que, por volta da década de 70 e 80 houve um grande aumento da
incidéncia da doenca atribuido a migracdo massiva e descontrolada para esta regido
incentivada pelos programas de colonizacédo do governo. O maior indice de casos foi

registrado em 1999, quando decidiu-se implementar o Plano de Intensificacdo das
4
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Acdes de Controle da Malaria (PIACM) em éareas de alto risco, tendo como foco o
diagndstico precoce e tratamento dos casos (Oliveira-Ferreira et al., 2010).

No ano de 2009, foram registrados 306.908 casos da doenca no Brasil
(Ministério da Saude, 2009). Em 2010, o numero de casos subiu para 334.709, o
que representa um aumento de 8% em relacdo ao ano anterior. Porém, dados
publicados pelo Ministério da Saude, mostram uma reducéo de 20% no namero total
de casos, 267.049, no ano de 2011 (http://portal.saude.gov.br). Desta forma péde-se
observar um declinio na incidéncia da malaria no Brasil nos ultimos anos, porém
com valores ainda muito elevados sendo de extrema importancia a intervencao
utilizando novas estratégias mais eficazes, como por exemplo, uma vacina protetora

proporcionando assim mais uma ferramenta na erradicacao da doenca (Hill, 2011).

1.2. Consideracdes sobre o Plasmodium spp.

O ciclo de vida dos plasmodios se desenvolve em dois hospedeiros: no
homem (hospedeiro intermediario), com reproducdo do tipo assexuada e no
mosquito (hospedeiro definitivo), com reproducdo sexuada. No hospedeiro
intermediario o ciclo ocorre em duas fases: pré-eritrocitica, também chamada tissular
primaria ou hepatica, que se processa no figado e eritrocitica, desenvolvendo-se nos
eritrocitos.

A infeccdo no homem acontece quando a fémea do mosquito do
género Anopheles introduz na derme, durante o repasto sanguineo, 0s esporozoitos,
formas infectantes do parasito, que estdo presentes em suas glandulas salivares.
Um estudo feito com Plasmodium yoelii demonstrou que estas formas podem
permanecer viaveis no sitio de inoculagdo durante horas antes de chegar a corrente

sanguinea (Yamauchi et al., 2007). Em Plasmodium berghei, foi demostrado que
5



Casale, P. O. A 1. Introducéo

uma parte dos esporozoitos inoculados em camundongos penetra nos capilares
sanguineos enquanto outra nos vasos linfaticos chegando até os linfonodos (Amino
et al., 2006). Guierard e colaboradores demonstraram recentemente, em um modelo
murino de infe¢cdo também por P. berghei, que alguns esporozoitos permanecem na
derme e se diferenciam em merozoitos (Gueirard et al., 2010). Uma vez no sangue
periférico, o parasito circula por 30 a 60 minutos e entdo migra para o figado. Neste
orgao acontece o ciclo pré-eritrocitico ou hepatico, onde 0s esporozoitos vao passar
pela primeira divisédo celular, processo chamado de esquizogonia, e se diferenciar
em esquizontes, cada um produzindo em torno de 30.000 merozoitos, variando de
acordo com a espécie (revisado por Doolan; Martinez-Alier, 2006).

Algumas caracteristicas diferenciam as espécies de plasmaédios entre
si, como por exemplo, o P. vivax e P. ovale desenvolvem uma forma dormente nesta
fase do ciclo, chamada hipnozoito, responsavel pelas futuras recidivas e de grande
importancia na sobrevivéncia do parasito em areas com vetores sazonais (revisado
por Hulden e Hulden, 2011). Esta fase do ciclo dura em média 14 dias
correspondendo ao periodo de incubacdo da doenca que no P. vivax pode variar de
8 a 17 dias (revisado por Garcia, 2010).

Os merozoitos formados sao liberados do figado e entram na
circulacdo sanguinea através de vesiculas denominadas merossomos, que se
deslocam para os sinusoides hepaticos e depositam 0s merozoitos diretamente na
circulacao (Sturm et al., 2006). Os merozoitos invadem os eritrécitos e diferenciam-
se em trofozoitos jovens, maduros e passam por um segundo processo de
esquizogonia, onde cada esquizonte gerado ira romper-se e liberar novos

merozoitos na corrente sanguinea que irdo invadir outros eritrécitos. No caso do P.
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vivax, as células alvo sdo hemacias jovens também conhecidas como reticuldcitos,
que representam cerca de 1% da populacdo de hemacias, o que implica em
parasitemias mais baixas em pacientes com malaria por esta espécie (Mueller et al,
2009). Este momento coincide com o paroxismo maléarico, que em geral se repete a
cada 48 horas. O pico de parasitemia ocorre geralmente de 5 a 7 dias apos o
comeco dos sintomas (revisado por Mueller et al., 2013). O processo de invasao dos
eritrocitos, elemento chave durante o ciclo eritrocitico, € hoje um dos alvos da vacina
contra a malaria, pois impedindo o desencadeamento desta fase, a sintomatologia
da doenca ndo se manifestard ou sera mais branda (revisado por Targett;
Greenwood, 2008).

ApOs varios ciclos sanguineos, alguns trofozoitos se diferenciam em formas
sexuadas chamadas gametdcitos por mecanismos ainda néo esclarecidos e séo
ingeridos pelo mosquito durante a hematofagia. Comeca entéo o ciclo no hospedeiro
definitivo, conhecido como esporogodnico. No estbmago do mosquito, ocorre a
fecundacédo onde o gameta masculino fertiliza o gameta feminino, gerando o zigoto,
que por sua vez diferencia-se em oocineto mével. Cerca de 24 horas depois, 0s
oocinetos maduros atravessam primeiro a matriz peritréfica e, em seguida, o epitélio
do intestino médio, dando origem ao oocisto. Apds um periodo de maturacao
(aproximadamente 10 dias) o oocisto rompe-se e libera 0s esporozoitos na
hemolinfa que iram reconhecer e invadir as glandulas salivares onde seréo
armazenados até a liberacdo durante a proxima hematofagia, capacitando o vetor

para novas infeccdes (Figura 3).
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Figura 3: Ciclo biolégico do Plasmodium vivax (Adaptado de Mueller et al., 2009)

Com relacdo as manifestacbes clinicas, a malaria é uma doenca aguda
sistémica, onde varios o6rgdos podem ser atingidos (Rey, 2008). A patogenia da
doenca é marcada inicialmente por mal-estar, cefaléia, indisposicdo e ligeira
hipertermia. A febre entdo se acentua cada vez mais e dentro de alguns dias a
maioria dos pacientes pode apresentar o tipico paroxismo malarico caracterizado por
calafrio, febre e sudorese. Sabe-se que toxinas pirogénicas liberadas pelo
esquizonte durante sua ruptura, quando interagem com as células fagociticas
circulantes, sdo responsaveis pelo acesso febril no hospedeiro. Dentre estas,
ganham destaque a molécula de ancoramento Glicosilfosfatifilinositol (GPI) e o
pigmento malarico ou hemozoina, resultante da digestdo da hemoglobina pelo
parasito (revisado por Oakley et al., 2011).

As formas mais graves da malaria (insuficiéncia renal, edema pulmonar

agudo, hemoglobinaria, malaria cerebral, anemia grave e outros) geralmente
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manifestam-se em individuos nao residentes em areas endémicas (Doolan et al.,
2009) e tém como agente etioldgico o P. falciparum.

Anemia € consequéncia frequente em pacientes infectados por P. vivax.
Porém, o impacto desta espécie na concentracdo da hemoglobina pode variar de
insignificante a bastante grave, o que depende dos niveis de hemoglobina, antes da
contracdo da doenca (revisado por Douglas et al., 2012). Outra complicacéo
observada em casos de malaria por P. vivax é a insuficiéncia respiratoria (revisado
por Costa et al., 2012).

Ultimamente tornou-se bastante frequente o relato de casos complicados por
P. vivax em varias partes do mundo, a maioria no sudeste da Asia e na india. Sarkar
e Bhattacharya relataram trés ocorréncias de malaria cerebral por P. vivax em 2008
na india. Em 2009, seis casos de manifestagdes graves por P. vivax em criancas
foram publicados, sendo que, dentre essas notificacdes, trés eram de malaria
cerebral, duas de anemia severa e uma de alteracéo da fungéo renal no mesmo pais
(Parakh et al., 2009). Na Colémbia, recentemente notificou-se um caso de um
paciente que apresentou trombose do seio sagital em decorréncia da malaria
cerebral por P. vivax (Pizon et al., 2013).

Em 2010, Alexandre e colaboradores descreveram uma série de casos de
pacientes internados no periodo de 2001 a 2002 em Manaus com malaria por P.
vivax que tiveram complicacdes como ictericia e anemia grave. Este ano, um
trabalho publicado por Raposo e colaboradores, relatou as principais manifestacdes
clinicas em um grupo de pacientes com maléaria vivax no estado do Maranh&o onde
as principais complicacbes foram: distlrbios gastrointestinais (vOmitos e diarréia),

ictericia, disturbios neuroldgicos (agitacdo, sonoléncia, confusdo mental, perda da
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consciéncia, convulsfes), sangramentos e disturbios respiratorios (Raposo et al.,
2013).

Esses dados sugerem que a infeccdo por esta espécie pode ndo ser tao
benigna quanto se pensava, necessitando de atencdo e maiores pesquisas

principalmente em alternativas para o controle da doenca.

1.3. Estratégias de controle da maléaria: énfase no desenvolvimento de

vacinas

As estratégias atuais utilizadas no controle da malaria giram em torno de
duas grandes medidas: prevencao e gerenciamento dos casos, onde juntas, podem
atuar na transmissao do parasito ao homem através do vetor e no desenvolvimento
da doenca, impedindo, principalmente, manifestacbes mais graves (World Malaria
Report, 2012).

O controle do vetor tem um papel muito importante no combate a malaria.
Primeiramente, ha necessidade de proteger o individuo contra a picada do mosquito,
0 que pode ser feito diminuindo a longevidade e densidade do vetor e 0 contato do
homem com o mesmo, através de pulverizagbes com inseticidas dentro das
residéncias e 0 uso de mosquiteiros também tratados com inseticidas, dessa
maneira, a transmissdo da malaria em nivel de comunidade é reduzida e
consequentemente a incidéncia e prevaléncia da infeccdo em maiores proporcdes
(WHO, 2011; White et al., 2011). No entanto o numero de inseticidas recomendados
para uso nestas metodologias é restrito (Pesticides and their application, WHO,
2006). Na ultima década, bilhdes de dolares foram gastos na distribuicdo de redes e

camas tratados com inseticidas, principalmente na Africa onde o nimero de mortes

€ maior, resultando em uma significante reducédo dos casos de maléaria, porém ao
10
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mesmo tempo, criou-se uma intensa selecdo induzindo o desenvolvimento da
resisténcia do vetor (revisado por Butler, 2011).

Outro aspecto importante no controle da doenca € o diagnostico
confirmatdrio precoce, realizado principalmente pelo exame microscopico do sangue
em esfregaco espesso, conhecido como gota espessa. Para isso, sdo necessarios
materiais e reagentes adequados e técnicos bem treinados, que possam detectar e
diferenciar as espécies de plasmodios com eficacia (Manual de Diagndstico
Laboratorial da Malaria, MS, 2009).

Além do diagndstico, o tratamento precoce conduzido de maneira eficaz,
reduz o curso da infeccdo e evita maiores complicacdes. No entanto a resisténcia as
drogas antimalaricas tornou-se um dos maiores desafios no tratamento da infeccao.
A primaquina € a unica droga em uso que atua de maneira eficaz contra o
gametocito e a forma hepatica latente, o hipnozoito de P. vivax e P. ovale, porém
seu uso € proibido em pacientes com deficiéncia de glicose 6-fosfato desidrogenase
(G6PD) e em mulheres gravidas (Hobbs e Duffy, 2011).

Vacinas séo as ferramentas de melhor custo beneficio para a saude publica
(The malERA Consultative Group on Vaccines, 2011). Hoje, a maioria das vacinas
disponiveis para uso em humanos pertence a trés categorias: microrganismos Vivos
atenuados, microrganismos inativados e subunidades. Apesar de todos os esforgos
aplicados, ndo ha vacina licenciada contra nenhuma doenca parasitaria humana,
inclusive contra a malaria. A dificuldade de desenvolver uma vacina altamente eficaz
contra a malaria levou a consideracdo de uma ampla gama de novas abordagens

em vacinologia (revisado por Hill, 2011).

11
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Uma das primeiras evidéncias de que o desenvolvimento de uma vacina
contra o Plasmodium sp. é factivel, foi demostrada em meados dos anos 60.
Nussenzweig e colaboradores verificaram que camundongos imunizados com
esporozoitos irradiados de P. berghei, um plasmddio causador da malaria em
roedores, ndo desenvolviam a fase eritrocitica da doenca quando desafiados contra
0 proprio parasito (Nussenzweig et al., 1967). Desde entdo, muitos investimentos
estdo sendo feitos na vacinologia contra a malaria, inclusive no desenvolvimento de
vacinas de subunidades. Isto inclui a sintese de peptideos que tem sido muito util no
mapeamento de epitopos imunogénicos; vacinas de DNA, uma tecnologia de baixo
custo, facil producao e possibilidade de incorporar multiplos genes em um modelo de
vacina polivalente; a producdo de proteinas recombinantes, incluindo proteinas
quiméricas que conferem protecdo tanto em modelos experimentais quanto em
animais e no homem (revisado por Arévalo-Herrera e Herrera, 2001). A utilizac&o de
virus recombinantes como o influenza, virus da vaccinia e Adenovirus também tem
se mostrado bastante promissora na inducédo da resposta humoral e celular contra
antigenos especificos de diversos patdégenos, como por exemplo HIV, virus da raiva,
Plasmodium sp e outros (revisado por Schuldt; Amalfitano, 2012). Além disso, a
estratégia de vacinagdo utilizando protocolos de prime-boost heter6logo [dose(s)
inicial(is) com uma estratégia de vacinacdo (DNA, proteinas recombinantes ou
vetores virais), seguida(s) de uma ou mais doses de reforco com o0 antigeno sendo
apresentado utilizando-se uma segunda estratégia de vacinac¢ao] também tem sido
usada como uma forte ferramenta na inducéo da resposta imune protetora (revisado

por Vasconcelos et al., 2012).

12
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Infelizmente, ndo existe uma vacina licenciada contra o Plasmodium sp.
RTS,S é uma formulagéo vacinal contra o P. falciparum, inicialmente desenvolvida
por Walter R. Army, e posteriormente aperfeicoada pela empresa britanica
GlaxoSmithKline® (GSK), que se encontra em estudos clinicos de fase Il na Africa.
E composta por uma proteina quimérica recombinante expressa em Saccharomyces
cerevisiae que é baseada na proteina do circusporozoito (CSP) de P. falciparum,
fusionada ao gene codificante da proteina S do virus da hepatite B. Esta
emulsificada em um sistema adjuvante (ASO1) composto por monofosforil lipidio A
(MPL) e uma saponina denominada QS21, formando lipossomos. A RTS,S/ASO1
tem demonstrado grande potencial em proteger criancas e adolescentes residentes
em areas endémicas. Resultados parciais do estudo de fase Il publicados
recentemente, mostraram que esta vacina foi capaz de reduzir pela metade (50,4%)
0s episodios clinicos da doenca inclusive manifestacbes graves em criangcas com
idade entre 5 e 17 meses no periodo de um ano apos a vacinacdo (Agnandiji et al.,
2011).

Nos ultimos 40 anos a maioria dos esforcos na pesquisa e desenvolvimento
de vacinas contra a malaria tem sido focada no P. falciparum, por ser a espécie
capaz de causar maior mortalidade (Galinski; Barnwell, 2008). Neste contexto, o P.
vivax é negligenciado, ja que por muito tempo foi considerado um parasito benigno.
A falta de alguns recursos para o melhor entendimento da biologia desta espécie &
algo que possivelmente contribui para a dificuldade no avango das pesquisas com P.
vivax. Ainda nao foi estabelecido um modelo viavel de cultura in vitro para este
parasito, diferentemente do que ja estd bastante desenvolvido em P. falciparum,

apesar dos mais de 100 anos de pesquisa (revisado por Noulin et al., 2013). Apesar
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disto, muitos esforcos estédo sendo feitos na tentativa de preencher esta lacuna. Por
exemplo, Russell e colaboradores padronizaram um protocolo de ensaio de re-
invasdo ex vivo para P. vivax com boa reprodutibilidade (Russell et al., 2011). A
dificuldade de ensaios de cultivo desta espécie in vitro e outras limitagdes técnicas
faz com que o apoio financeiro a pesquisas no desenvolvimento de medicamentos e
principalmente de vacinas seja mais escasso. Porém, com os varios relatos de casos
relacionados a este ultimo de complicacGes graves, resisténcia a medicamentos e
aos inseticidas disponiveis, a sociedade cientifica hoje comeca a considerar que
talvez o P. vivax ndo seja tdo benigno quanto se pensava (revisado por Carlton et

al., 2011).

1.4. Resposta imune adquirida contra a maléaria

A resposta imune adaptativa contra o parasito da malaria, apesar de pouco
compreendida, é importantissima, ndo sé para a prevaléncia e incidéncia da doenca
quanto para o desenvolvimento das manifestacbes clinicas no hospedeiro. A
qualidade e longevidade desta resposta adquirida sdo altamente variaveis. Desde o
inicio do século XX, ja se observava que alguns individuos sédo capazes de
desenvolver uma resposta protetora de longa duracdo mesmo com um numero
menor de eventos da doenca, enquanto outros necessitam de repetidas exposi¢cdes
ou até mesmo exposi¢cdes continuas para desenvolver uma resposta protetora ao
patogeno. Alguns fatores colaboram para essa diversidade de resposta como
condi¢cBes imunoldgicas do hospedeiro, idade, tipo de exposicao prévia, espécie do
parasita, e intensidade de transmisséao (revisado por Mueller et al., 2013).

Sabe-se também que criancas mais velhas e adultos residentes em areas

endémicas sdo menos propensos a desenvolver as formas graves da malaria
14
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guando comparadas com criangas mais jovens, 0 que sugere a capacidade desses
individuos para desenvolver uma imunidade naturalmente adquirida, porém nao
estéril, contra a doenca (revisado por Hafalla et al., 2011).

Outra caracteristica importante é a especificidade da resposta imunoldgica
contra a malaria. A imunidade adquirida contra a doenca € espécie-especifica, ou
seja, uma infec¢do natural causada por P. vivax, ndo desenvolve resposta protetora
contra P. falciparum, por exemplo, (revisado por Mueller et al., 2013). Além disso,
muitos trabalhos mostram que a resposta imune também é cepa-especifica,
podendo haver uma protecdo cruzada entre cepas heterdlogas, porém bastante
superficial (Collins et al., 2004; Cheesman et al., 2006; Culleton et al., 2011).

Aparentemente, a imunidade contra o P. vivax é adquirida mais rapidamente
do que guando comparada com a resposta desenvolvida contra o P. falciparum. Em
um estudo desenvolvido durante 6 meses em criancas da Papua Nova Guiné, em
tratamento para reinfeccao foi observado que os novos episédios de maléaria por P.
falciparum, confirmados por PCR, foram 21 vezes maiores do que por P. vivax
(Michon et al., 2007). Em outro trabalho, realizado no mesmo pais, criancas entre 1
e 4 anos de idade foram acompanhadas quanto ao numero de infec¢des e sintomas
de malaria durante 16 meses através do monitoramento por microscopia e PCR a
cada 8 semanas. Foi observado um numero maior de episodios clinicos por P.
falciparum do que por P. vivax com o aumento da idade (Lin et al., 2010)

Em decorréncia do complexo ciclo de vida do parasita com desenvolvimento
intracelular e extracelular, o sistema imune precisa mobilizar tanto a resposta
humoral quanto a celular no combate a infec¢do (revisado por Tsuji, 2009). Durante

a fase pré-eritrocitica, os anticorpos monoclonais especificos podem diminuir a
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motilidade dos esporozoitos inibindo assim a invasdo dos hepatdcitos ou o
crescimento do parasita dentro dos mesmos. Células T CD8* (CTL) sao indicadas
como as principais células efetoras contra esta fase da doenca, possuindo um papel
critico na destruicao direta do hepatdcito infectado juntamente com o IFN-y, principal
molécula efetora e via perforinas e granzimas. Células T CD4* também sé&o
necessérias, pois auxiliam na ativacdo e diferenciacdo de células B ou de CTL
(revisado por Doolan; Martinez-Alier, 2006).

A fase eritrocitica da malaria € a Unica responsavel pela sintomatologia da
doenca. Uma vacina contra as formas sanguineas do parasito apresenta varias
vantagens que devem ser consideradas, como a reducdo da morbidade e até da
mortalidade e possivel reducdo ou bloqueio da transmissdo da doenca através da
diminuicdo da parasitemia (revisado por Finney et al., 2010).

Sabe-se que anticorpos desenvolvem um papel fundamental na resposta
imune adquirida contra as formas do estagio sanguineo em modelos experimentais,
atuando diretamente no bloqueio da invasé@o dos eritrocitos pelos merozoitos. Além
disso, para uma resposta eficaz € necesséria a ativacdo de células T CD4+ com
perfil Thl, mediada pela citocina IFN-y capaz de ativar macréfagos que fagocitam
eritrocitos infectados e merozoitos livres, impedindo o crescimento do parasita
(revisado por Stevenson e Riley, 2004).

Varios estudos experimentais em animais € em humanos levaram ao
consenso de que a habilidade do hospedeiro de regular a magnitude e o tempo da
resposta inflamatodria ao parasito também é importante contra a infeccdo, através da
producdo de citocinas inflamatérias como IFN-y e IL-2 regulatérias como IL-10 em

niveis apropriados (revisado por Finney et al., 2010).
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Dentre os varios antigenos da fase sanguinea do plasmaédio estudados hoje,
o Antigeno 1 de Membrana Apical (AMA1), a porcdo C-terminal da Proteina 1 de
Superficie do Merozoito (MSP119) e as proteinas da familia MSP3 ganham destaque

especial, sendo o foco deste trabalho.

1.5. Antigenos de formas sanguineas selecionados para o presente estudo.

1.5.1. AMAl

O Antigeno 1 de Membrana Apical (AMA1l) é um membro da familia das
moléculas expressas e estocadas em organelas do polo apical conhecidas como
micronemas sendo transportada para a superficie do parasito durante a invasdo da
célula hospedeira (Healer et al., 2002). Est4 presente em todas as espécies de
Plasmodium sp e outras do filo Apicomplexa, como Toxoplasma e Babesia (Pizarro
et al., 2005). Quanto a sua funcdo, desempenha um papel ainda ndo totalmente
esclarecido, porém relacionado a reorientacdo apical do parasito apés a adeséo
inicial na célula a ser infectada (Mitchell et al., 2004).

Héa alguns anos demonstrou-se que esta proteina, além de ser expressa em
merozoitos da fase sanguinea assexuada também é expressa em esporozoitos,
estando envolvida na reorientacdo destes durante a invasao dos hepatdcitos, sendo
perdida apds este evento e voltando a ser expressa em merozoitos resultantes da
esquizogonia hepética (Silvie et al, 2004). Seu tamanho varia de 556 a 563
aminoacidos na maioria das espécies de plasmédio (Figura 4). Essa molécula é

sintetizada na forma de um precursor de 83 kDa que apdés clivagens origina um

fragmento de 66 kDa e posteriormente duas fracdes, 48 kDa e 44 kDa. Possui 16
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residuos de cisteina, incorporados em 8 pontes dissulfeto formando em sua
estrutura um ectodominio composto por trés regides importantes conhecidas como

dominio I, Il e 11l (revisado por Remarque et al., 2007).

1A lansinsmlnana « E—

NH, E Di Dil Dl E COOH

I—; peptidoo slnal ey iay ciloplasmatica q_l

Ectodominia rico em ciateing

Figura 4: Desenho esquemético da estrutura da proteina recombinante AMA1l de
Plasmodium sp.

AMAL1 é um dos antigenos de P. vivax mais estudados como candidato a
vacina para malaria. Em 1999, macacos da espécie Macaca mullata foram
imunizados com uma proteina recombinante baseada em PvVvAMAL produzida em
Pichia pastoris, utilizando como adjuvante o SBAS2 (MPL e QS21, em uma emulséo
de Oleo em agua). Esta formulacdo demonstrou-se altamente imunogénica,
induzindo a producéo de IgG especificos contra a proteina, proliferacéo de células T
e diminuicdo da parasitemia apos desafio com Plasmodium cynomolgi. Em 2005,
Rodrigues e colaboradores avaliaram a resposta de anticorpos contra PvAMAL em
individuos naturalmente expostos a malaria. Foi demonstrado que anticorpos IgG
dos soros de individuos infectados por P. vivax reconheceram tanto a proteina
recombinante de PVAMALl expressa em P. pastoris, utilizada no estudo anterior
(81,5%) quanto em Escherichia coli (85%). Além disso, foi observado que houve um
aumento da resposta de acordo com o numero de infec¢des, chegando a 100% dos

individuos com mais de trés episddios de maléaria, o que também foi comprovado em
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outro estudo realizado em 2006, onde se verificou que 0s niveis de anticorpos contra
AMA1l de P. vivax em individuos residentes em areas de baixa e moderada
transmissao no Brasil, estdo relacionados com a intensidade da exposicao a malaria
(Morais et al., 2006).

Um estudo desenvolvido em nosso laboratério produziu proteinas
recombinantes baseadas em cada dominio de AMAL (dominios I, Il e Ill) expressas
em E. coli separadamente ou em combinacdo. Os resultados demonstraram que
houve um maior reconhecimento das proteinas recombinantes contendo o dominio Il
pelos soros de individuos infectados com P. vivax quando comparado com 0s outros
dominios, apresentando niveis similares ao ectodominio (Mufalo et al., 2008).
Posteriormente, Gentil e colaboradores observaram que uma vacina recombinante
baseada no dominio Il de PvAMAL expressa em E. coli, é altamente imunogénica
em camundongos quando administrada na presenca de diversos adjuvantes, além
de que anticorpos especificos contra este mesmo dominio reconheceram a proteina
nativa expressa em merozoitos de P. vivax isolados de pacientes infectados (Gentil
et al., 2010).

Varios estudos pré-clinicos utilizando proteinas recombinantes baseadas na
AMAL1 de outras espécies de Plasmodium evidenciam o potencial imunogénico deste
antigeno. Anders e colaboradores demonstraram que, camundongos imunizados
com a proteina recombinante baseada na AMAl de P. chabaudi na presenca do
adjuvante Montanide ISA 720, desenvolveram protecdo contra a infeccdo pelo
parasita (Anders et al., 1998). Imunizacdes experimentais em coelhos com AMALl
recombinante de P. falciparum também emulsificada em Montanide ISA 720, foram

capazes de induzir a producéo de anticorpos que impediram a invasao in vitro de
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merozoitos (Hodder et al., 2001). Um estudo em macacos da espécie Aotus
nancymaae avaliou uma vacina baseada na proteina AMAL de P. falciparum cepa
3D7, emulsificada em dois sistemas adjuvantes: AS02 e Montanide ISA 720. Metade
dos animais imunizados com a proteina, na presenca do Montanide ISA 720 nao
desenvolveu infeccdo quando desafiados com FCH/4 (cepa heter6loga de P.
falciparum infectante em macacos). Isto demonstrou que os altos titulos de
anticorpos induzidos pela imunizacdo promoveram protecdo contra o desafio com
cepas heterdlogas de P. falciparum (Dutta et a., 2009).

Biswas e colaboradores desenvolveram uma vacina de vetor viral
expressando AMAL de P. chabaudi chabaudi, utilizada em um protocolo heterélogo
de imunizacdo, onde o prime foi feito com adenovirus e o boost com virus
modificado da vaccinia. Os resultados mostraram que a vacina € capaz de induzir
resposta imune humoral e celular, aléem de desempenhar um papel protetor em
camundongos imunizados quando desafiados com a cepa néao letal de P. chabaudi
chabaudi, atuando diretamente na reducdo do pico de parasitemia (Biswas et al.,
2012).

Estudos clinicos de fase 1 em criancas e adultos residentes em Bandiagara,
cidade rural no centro de Mali, Africa, foram feitos utilizando o candidato & vacina
FMP2.1/AS02A que é baseado na proteina AMALl da cepa 3D7 de P. falciparum
emulsificada no sistema adjuvante AS02A. Os resultados demostraram que 0 soro
dos individuos adultos imunizados com a vacina foi capaz de impedir o crescimento
in vitro de cepas homdlogas de P. falciparum (Thera et al., 2008). Além disso, a

vacina foi capaz de estimular a proliferacdo de células T em resposta ao re-estimulo
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com PfAMAL (Lyke et al., 2009) e induzir altos titulos de anticorpos especificos
contra a proteina em criancas (Thera et al., 2010).

Recentemente foi gerada por nosso grupo uma nova proteina recombinante
baseada no ectodominio de AMAL de P. vivax, utilizando um sistema de expressao
em leveduras metilotroficas da espécie P. pastoris. Os resultados mostraram que
esta proteina € capaz de induzir altos titulos de anticorpos e proliferacdo de células
T em camundongos atraves de imunizacfes experimentais quando administrada na
presenca do adjuvante de Freund e da saponina Quil A. Além disso, também
mostrou-se altamente imunogénica em infec¢cdes naturais, com nivel de
reconhecimento por anticorpos IgG de pacientes infectados com P. vivax,

semelhante aos niveis da proteina PvAMAL produzida em E. coli (Vicentin, 2012).

1.5.2. MSP119

Um dos antigenos de plasmédios mais estudados representa uma pequena
fracdo (C-terminal, 19 kDa) da Proteina 1 de Superficie do Merozoito (MSP1) e esta
envolvido na ligagdo do merozoito a superficie do eritrécito. A MSP1 é sintetizada
durante a esquizogonia (Holder; Freeman, 1982), juntamente com outras proteinas
da mesma familia (MSP6 e MSP7) na superficie do esquizonte em desenvolvimento,
ancorada pela molécula GPI. Apds a liberacdo dos merozoitos, a MSP1 sofre o
primeiro processo de clivagem (processamento primario), mediado pela protease
SUB1, resultando em polipeptideos de varios pesos moleculares: MSP130, MSP13s,
MSP142 e MSP1s3 (Hodder et al., 1996). Quando o merozoito invade o eritrécito,
uma segunda clivagem ocorre na por¢gdo de 42 kDa resultando em 2 fragmentos,

MSP133 (N-terminal) e MSP119 (C-terminal). O complexo MSP1, entdo, deixa a
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célula, sendo liberado na circulacdo e apenas a porcdo C-terminal continua na
superficie do merozoito (Figura 5) (Blackman et al., 1990). MSP119 € composta
basicamente de dois dominios de fator de crescimento epidermal (EGF) ricos em
cisteina, que formam uma estrutura empacotada em forma de disco (Chitarra et al.,

1999).

[3 kDa 0 kCa 38 kD 4z kDa

33 kil 1% kDa

Figura 5: Representacdo esquematica da proteina MSP1 e as fracOes derivadas apos
clivagens.

Nosso grupo tem realizado varios trabalhos avaliando a antigenicidade e
imunogenicidade da MSP1lig de P. vivax. Em 1997, Soares e colaboradores
avaliaram a antigenicidade de dez proteinas recombinantes baseadas em
fragmentos da porcdo N-terminal de PYMSP1 e uma representando a porgéo C-
terminal de PvMSP1 em individuos expostos a malaria. Observou-se que, 47,2% dos
individuos apresentaram indice de estimulacdo de proliferacdo celular consideravel
(IE>2) em resposta ao re-estimulo com MSP119 (Soares et al., 1997). Outro estudo
mostrou que 93,5% dos pacientes infectado por P. vivax tinham anticorpos IgG
contra proteinas recombinantes baseadas na MSP119 (Rodrigues et al., 2003).

Por estas razdes, a MSP119 tem sido alvo de muitos estudos para protecéo
imune contra malaria, tornando-se uma das moléculas de superficie mais estudadas
do estagio eritrocitico do parasito nos ultimos anos (Holder, 2009). Neste sentido,

em um estudo onde o objetivo foi avaliar se a resposta imune induzida por MSP142,
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tem participacdo da fracdo de 33 kDa da MSP1, notou-se que os altos titulos de
anticorpos 1gG induzidos em camundongos pela imunizacdo com MSP1ss,
semelhantes aos produzidos pela MSP142, ndo séo capazes de promover protecao
contra infeccdo quando os animais foram desafiados com uma cepa letal de P.
yoelii, evidenciando que a MSP1li9 tem papel fundamental na resposta protetora
induzida pela imunizagdo com MSP142 (Ahlborg et al., 2002).

Em 2006, Rosa e colaboradores desenvolveram uma proteina recombinante
baseada na MSP1li9 de P. vivax ligada a dois epitopos para células T helper
(peptideo interno da por¢cédo de 33 kDa da PYMSP1 e o peptideo universal PADRE
(Pan-allelic DR epitope). Os resultados demonstraram que esta proteina na
presenca do Adjuvante Incompleto de Freund (AIF) foi capaz de gerar altos titulos de
anticorpos em primatas ndo humanos da espécie Callithrix jacchus jacchus.

Bargieri e colaboradores avaliaram, em um modelo murino, as propriedades
imunogénicas de uma formulacdo vacinal baseada em proteinas recombinantes
derivadas da MSPlis de P. vivax (HissMSPlis ou HissMSP119-PADRE)
emulsificadas em flagelina de Salmonella typhimurium FIliC como adjuvante.
Também se avaliou a proteina HissMSP119-PADRE fusionada a flagelina (HissFIliC-
MSP119-PADRE). Os resultados mostraram uma forte resposta de anticorpos 1gG
especificos contra MSP1i19 nos camundongos imunizados com a proteina tanto
emulsificada quanto fusionada a flagelina FIiC. Aléem disso, quando se adicionou o
adjuvante CPG-ODN 1826 as formula¢gdes, houve uma maior producdo de IFN-y
(Bargieri et al., 2008)

A fim de potencializar a resposta celular, selecionamos para este trabalho a

proteina recombinante PvMSP119 ligada ao epitopo universal para células T CD4
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(PADRE), cuja sequéncia € AKFVAAWTLKAAA. Este epitopo é capaz de se ligar a
15 das 16 moléculas de HLA humano mais comuns (Alexander et al., 1994).
Estudos desenvolvidos por nossa equipe em camundongos mostram uma intensa
estimulacdo de células T em resposta ao re-estimulo in vitro com a PvMSP1lio-
PADRE através do ensaio proliferacdo celular por incorporacdo com 3H-Timidina,

sem comprometer a resposta de anticorpos (Cunha et al., 2001, Rosa et al., 2004).

1.5.3. MSP3

A MSP3 de P. vivax (PvMSP3) é estruturalmente similar a MSP3 do P.
falciparum. Elas contém um dominio central rico em alanina (Figura 6) que parece
formar uma estrutura secundéaria em o hélice e uma estrutura terciaria coil-coiled.
Essas proteinas ndo possuem uma regido hidrofébica que poderia ancora-las na
superficie do merozoito e, por isto, acredita-se que possa ocorrer uma associacao
delas com outras proteinas ancoradas na superficie (Galinski et al., 1999; Galinski et
al., 2001).

Nos ultimos anos, geramos diversas proteinas recombinantes baseadas na
MSP3: MSP3a (C-terminal) e MSP3[( (N e C-terminal, proteina inteira) (Jimenez et
al., 2008). Estas proteinas foram utilizadas em estudos imunoepidemioldgicos, os
guais mostraram que a frequéncia de individuos que apresentaram anticorpos IgG
durante a infeccdo patente contra pelo menos uma das proteinas recombinantes
representando a MSP3a e MSP3p foi de 68,2% e 79,1%, respectivamente
(Bitencourt et al., 2013). Estes estudos confirmaram dados prévios de que as MSP3

sao imunogénicas em infec¢des naturais (Cunha, 2001).
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J& foi demonstrado que a proteina MSP3 de P. falciparum expressa em P.
pastoris, quando administrada em macacos da espécie Aotus nancymai foi capaz de
promover protecdo aos animais apds desafio com P. falciparum. Apés uma dose
inicial juntamente com o Adjuvante Completo de Freund (ACF) e duas doses de
reforco na presenca de Montanide ISA51, observou-se que 5 dos 7 animais
imunizados ndo desenvolveram a doenca (Hisaeda et al., 2002).

Bang e colaboradores geraram oito proteinas recombinantes baseadas na
combinacdo de varias regides da familia MSP3 de P. falciparum. Os resultados
mostraram que todas as construcfes estimularam a producdo de anticorpos IgG em
camundongos, capazes de reconhecer epitopos da proteina nativa e também inibir o
crescimento in vitro de P. faciparum (Bang et al., 2011)

Varios estudos clinicos com a proteina MSP3 de P. falciparum ja foram
conduzidos. Em 2009, Sirima e colaboradores, avaliaram a seguranca e
imunogenicidade de uma vacina baseada na porcdo C-terminal da proteina MSP3
emulsificada em hidréxido de aluminio administrada em criancas de Burkina Faso,
Africa. ApOs 3 doses verificou-se a inducdo de altos titulos de anticorpos IgG
especificos, com predominancia das subclasses IgG1 e IgG3 detectados por ELISA
(Sirima et al., 2009). Resultados semelhantes também foram observados com uma
proposta vacinal também baseada na PfMSP3 e hidréxido de aluminio em criancas
da Tanzania, Africa (Lusingu et al., 2009).

Dados recentes de nosso grupo mostraram que a MSP3B é altamente
imunogénica na presenca de diferentes adjuvantes, gerando altos titulos de
anticorpos em camundongos quando administrada na presenca de adjuvante

incompleto de Freud (AIF), TiterMax e Quil A. Além disso, dados do mesmo trabalho
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sugerem gue esta proteina possui efeito intrinseco adjuvante quando administrada
em camundongos na auséncia de outros adjuvantes. Esse efeito foi independente da
presenca de LPS, pois a imunizacdo de camundongos TLR4 knockout (ndo
respondedores a LPS) mostrou resposta similar ao grupo de camundongos

selvagens (Wild Type) (Bitencourt et al., 2013).

NH, COCH

MSP3p-FP3

Dominic cantral rico em alanina

Figura 6: Desenho esquematico mostrando a proteina MSP3b como proteina inteira
utilizada neste trabalho.

1.6. Efeito dos adjuvantes na vacinagdo contra malaria

1.6.1. Adjuvante Incompleto de Freund

Considerado um adjuvante classico, o AlIF € uma solucdo aquosa que
contém um Oleo mineral e um agente emulsificador (geralmente Monoleato de
Manide), que auxilia na dispersao das goticulas de Oleo. Este composto é capaz de
gerar uma intensa resposta imunoldgica, porém apresenta diversos efeitos
indesejaveis, como dor no local da inoculagcdo, formacdo de granuloma,
sensibilidade e eritema. Existem algumas solucbes baseadas no adjuvante
Incompleto de Freund como por Montanide ISA 51, que difere do AIF por possuir o
composto monoleato de manide de forma mais pura e também maior concentracao

do agente emulsificador (Miller et al., 2005; Vitoriano-Souza et al., 2012).
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Rosa e colaboradores demostraram, que a proteina MSP119 acoplada a dois
peptideos para células TCD4*, um peptideo derivado da porcdo de 33 kDa da MSP1
e 0 peptideo PADRE, foi capaz de gerar altos titulo de anticorpos em macacos
guando administrada na presenca de AlF (Rosa et al., 2006).

Um estudo clinico de fase 1 avaliou a seguranca e imunogenicidade de uma
formulacdo vacinal composta de 3 peptideos sintéticos baseados na proteina CS de
P. vivax, emulsificados em dois adjuvantes diferentes: Montanide ISA 51 ou
Montanide ISA 720. Os resultados demostraram que a ambas as formulacdes foram
bem toleradas e apresentaram-se de maneira segura e sem efeitos adversos. Foram
capazes de induzir anticorpos que reconheceram a proteina CS pelo ensaio de
imunofluorescéncia, sendo que a vacina administrada na presenca de Montanide

ISA 51 apresentou maior reconhecimento e producao de IFN-y (Herrera et al., 2011).

1.6.2. Quil A

Produto extraido da casca da arvore Quillaja saponaria. E uma
saponina composta de uma mistura heterogénea de glicosideos esterdides naturais
que possuem diferentes a¢des biologicas e farmacolégicas podendo atuar como
imunomoduladores, anti-inflamatorios, anti-virais e outros. Atuam na membrana
celular através da interacdo com o colesterol, formando poros que permitem a
passagem do antigeno. Sua capacidade de estimular tanto a resposta TH1 quanto
linfécitos T citotdxicos é extremamente importante para utilizacdo em vacinas de
subunidades (Sun et al., 2009). As saponinas possuem uma grande capacidade de
estimular tanto o sistema imune humoral quanto celular de mamiferos, sendo

bastante utilizada como adjuvante em vacinas pois ja encontra-se liberado para uso
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veterinario (Hacariz et al., 2009; Heath et al., 2012). Por se tratar de um composto
bastante heterogéneo, quando analisado utilizando RP-HPLC, € possivel observar
varias fracdes com diferentes niveis de toxicicidade e propriedades adjuvantes,
como a QS-21, bastante utilizada em varias formulagcbes vacinais, inclusive na
RTS'S/ASO1 (Xiang-Sun et al., 2009).

Resultados recentes obtidos por nossa equipe demonstraram que proteinas
recombinantes baseadas nos antigenos AMA1l e MSP3 de P. vivax, quando
administradas em camundongos na presenca de Quil A, foram capazes de estimular
titulos de anticorpos especificos, similares ao titulos induzidos pelas mesmas

proteinas na presenca de AIF (Vicentin, 2012; Bitencourt et al., 2013).

1.6.3. Poly (I:C)

Conhecido com Acido Poliinosinico:policitidilico, do inglés
Polyinosinic:polycytidylic acid, Poly (I:C) € um analogo sintético de RNA de cadeia
dupla, semelhante ao que é expresso na membrana de células B, macrofagos e
células dendriticas. Atua como potente ligante de TLR3, induzindo a ativacdo de
células TCD4* e a producao de IFN-y e IL-2, podendo ser usado como um adjuvante
para intensificar a resposta imune humoral e celular (Verdijik et al., 1999) em vacinas
a base de proteinas. Encontra-se atualmente em estudos clinicos voltados
principalmente para a imunoterapia do cancer (Okada et al., 2011, Sabatini et al.,
2012).

Um estudo desenvolvido em primatas ndo humanos demostrou que a
proteina CS de P. falciparum administrada na presenca de Poly (I:C) foi capaz de

induzir altos titulos de anticorpos IgG especificos nos soros destes animais, com
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capacidade inibitéria em ensaios in vitro de invasdo de hepatocitos por esporozoitos
de P. falciparum. Em adicéo a isso, observou-se também a estimulacao de resposta

de células T CD4* produtoras de citocinas IL-2, TNF-a e IFN-y (Tewari et al., 2010).

1.7. Estratégias combinadas de imunizacdo contra a maléria

Uma vacina de subunidades, apesar de se mostrar promissora, apresenta
alguns desafios a serem ainda superados. Sabe-se que ha uma grande dificuldade
de gerar uma resposta expressiva contra um Unico antigeno recombinante, por isso
a adicdo de adjuvantes em formulac¢des vacinais € de extrema importancia para a
geracdo de uma resposta mais eficiente (Miyaji et al., 2011). Desta forma, é
prudente considerar que uma vacina eficaz contra a maléria deva conter epitopos
imunodominantes de antigenos de varios estagios do parasito, sendo interessante a
combinacgao de duas ou mais formas em uma mesma vacina.

Um estudo em camundongos, publicado em 2003, mostrou que formulacoes
vacinais combinando PcCAMAl1 e PcMSP142 com diferentes adjuvantes induziram
niveis elevados de protecdo contra infecgcbes por P. chabaudi comparados as
imunizacdes com o0s antigenos isoladamente, sendo que a combinacdo das duas
proteinas recombinantes na presenca de sais de Aluminio (Alum), gerou niveis
moderados de anticorpos IgG e mostrou-se bastante eficaz na diminuicdo da
parasitemia em animais desafiados com o parasito (Burns et al., 2003).

Genton e colaboradores demonstraram em 2003 que uma vacina composta
por trés fragmentos recombinantes de P. falciparum derivados de fortes candidatos a
vacina, antigeno de superficie do eritrécito infectado (RESA), proteina 1 de

superficie do merozoito (MSP1) e proteina 2 de superficie do merozoito (MSP2),
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reduziu em 62% a carga parasitaria em criancas imunizadas na presenca do
adjuvante Montanide ISA 720.

Estudos preé-clinicos desenvolvidos em camundongos e coelhos por Oktisu e
colaboradores, mostram que a combinacdo de UK39 e AMA49-C1, dois peptideos
sintéticos baseados nas repeticdes NANP da proteina CS e no “loop” 1 de ligacdo ao
eritrocito do dominio Il da proteina AMAL, respectivamente, em uma formulacéo
virossomal utilizando IRIVs, ndo interfere na resposta imune contra nenhum desses
componentes, o que € bastante positivo na utilizacdo de uma vacina multivalente de
subunidades (Oktisu, et al., 2008).

Atualmente na India, a vacina JAIVAC formada pela combinacdo de
antigenos encontra-se em estudo clinico de fase 1a. E composta por duas proteinas
recombinantes baseadas na MSPlis e EBA175, ambas produzidas em E. coli,
emulsificada em Montanide ISA 720 (http://clinicaltrials.gov). Nos EUA, encontra-se
em estudo clinico de fase Ib a vacina conhecida por BSAM-2/Alhydrogel + CPG, que
€ baseada na combinacéo de duas proteinas recombinantes de P. falciparum: AMA
expressa em P. pastoris e MSP1l42 expressa em E. coli. A formulacdo contém
hidroxido de aluminio e antes da vacinacdo € adicionado CPG 7909 (Ellis et al.,
2012). Outra vacina também em estudo clinico de fase 1 é a GMZ2, composta pelas
proteinas GLURP e MSP3 de P. falciparum (Mamo et al., 2013).

Por esta razdo é nossa proposta que a co-administracdo de proteinas
recombinantes baseadas nos antigenos de fase sanguinea de P. vivax, AMAL,
MSP119 e MSP3p , possa aumentar a eficiéncia da resposta imune protetora, sendo
o foco principal a resposta imune celular contra o parasito em um modelo de

Imunizagdes experimentais em camundongos.
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2.1. Objetivo Geral

2.1.1. Analisar a resposta imune celular induzida em camundongos pela
imunizacdo experimental com antigenos recombinantes de P. vivax, tendo como

foco principal a combinacéo de proteinas de superficie de merozoitos.

2.2. Objetivos especificos

2.2.1. Expressar e purificar as proteinas recombinantes MSP119, MSP119-
PADRE, MSP3[3 e AMAL1 de P. vivax;

2.2.2. Imunizar camundongos com cada uma das trés proteinas
recombinantes MSP119-PADRE, MSP3p e AMA1 administradas individualmente, ou
em combinacao, na presenca de adjuvantes;

2.2.3. Analisar a resposta celular de animais imunizados com cada uma das
proteinas, em comparacdo com a resposta induzida pela co-administracao das trés
proteinas. Os seguintes parametros foram avaliados:

a) proliferagcdo celular ap6s marcacdo com CFSE e caracterizacdo do
fendtipo das células CD3 e CD4/CD8 por marcacdo de superficie utilizando
citometria de fluxo;

b) deteccao de IFN-y por ELISA de captura e ELISPOT.
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3.1. Obtencéao das Proteinas Recombinantes

Este projeto foi aprovado pelo Comité Interno de Biosseguranca em
15/03/2011 com numero de oficio 0032011/FCF.

Para a obtencdo dos antigenos recombinantes propostos neste trabalho,
foram utilizados dois diferentes sistemas de expressdo. As proteinas MSP119 (89aa)
e MSP119-PADRE (representando o antigeno MSP119 acoplado ao epitopo universal
de células T - Pan-allelic DR epitope) foram expressas em Escherichia coli da
linhagem BL21 (DE3, Novagen) a partir do vetor pET-14b (Cunha et al., 2001). A
proteina MSP3p (620aa) também foi expressa a partir do vetor pET-14b, porém na
linhagem Rosetta (DE3, Novagen)(Jimenez et al., 2008). Para a producdo da
proteina AMAL (445aa), utilizamos o sistema de expresséo secretada em leveduras
da espécie metilotrofica P. pastoris, linhagem GS115 (Invitrogen), conforme
padronizado recentemente pelo nosso grupo (Vicentin, 2012). Todos os
procedimentos de expressédo e purificacdo destas proteinas foram desenvolvidos de
acordo com protocolos j4 estabelecidos em nosso laboratério nas publicacdes

mencionadas.

3.1.1. Expressdo e purificacdo das proteinas recombinantes MSP1io,

MSP119-PADRE e MSP3b

Inicialmente, uma colénia de bactéria transformada contendo o plasmideo
correspondente a proteina MSP119 ou MSP119—PADRE foi inoculada em meio LB-
amp (Luria Broth — Invitrogen, contendo 100 pg/mL de ampicilina-Sigma). O mesmo
procedimento foi realizado com a bactéria contendo o plasmideo correspondente a

MSP3p, porém em meio LB-amp-clora (LB contendo 100 pg/mL de ampicilina e 35
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ug/mL de cloranfenicol-USB Corporation). A incubacéo foi realizada durante a noite,
a 37°C, sob agitacédo constante a 200 rpm. Ap0s 16 horas, o pré-inoculo foi diluido
50X em meio LB suplementado com os antibidticos especificos. A cultura foi
incubada para crescimento por 2 horas, a 37°C, sob agitacado constante a 200 rpm,
até atingir DOsoo entre 0,6 a 0,8. ApGs esse periodo, as bactérias foram induzidas a
transcricdo proteica com 0,1 mM de Isopropil-B-D-tiogalactosideo (IPTG, Invitrogen),
durante 4 horas. O produto da expressao foi centrifugado a 1600 x g, durante 15
minutos a 4°C. O precipitado contendo as células foi, entdo, ressuspendido em
tampéo de lise [57,5 mM NaH2POa4 (Synth), 128,7 mM NaCl (Synth), 1 mM PMSF
(fluoreto de fenilmetilsufonila - Sigma) e 0,4 mg/mL de lisozima (Sigma)] para ser
submetido ao processo de sonicagdo no equipamento Branson Digital Sonifier.
Foram aplicados 6 ciclos de 1 minuto a 50% de amplitude, em banho de gelo, com
intervalos de 1 minuto. Em seguida, o lisado de bactérias foi centrifugado a 15.000 x
g por 45 minutos a 4°C.

Para o processo de purificacdo, primeiramente foi adotada a cromatografia
de afinidade em resina de niquel Sepharose™ High Performance (GE Healthcare). O
sobrenadante obtido apds a sonicacéo, foi aplicado lentamente na resina de niquel
previamente equilibrada com o tampéo de equilibrio (57,5 mM NaH2PO4, 128,7 mM
NaCl, e 1 mM PMSF; pH=7,0), seguido do tampéao de lavagem [(57,5 mM NaH2POa4,
128,7 mM NaCl, 10% glicerol (m/v) e 1 mM PMSF; pH=6,0)] e do gradiente de
imidazol (USB Corporation) de 30 a 400 mM para a eluicdo da proteina. As aliquotas
foram recolhidas e analisadas por SDS-PAGE e as fragcbes contendo a proteina
foram agrupadas e dialisadas contra solucdo A (20 mM Tris-HCI, pH=8,0) para

purificacdo por cromatografia de troca idnica no equipamento AKTAprime PLUS (GE
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Healthcare). A proteina foi aplicada na coluna Q FF (GE) acoplada ao sistema,
previamente equilibrada com Solucdo A. A eluicdo foi feita por gradiente linear de 0
a 1 M de NaCl, neste mesmo tampao.

ApoOs nova analise por SDS-PAGE as aliquotas foram entdo dialisadas
contra PBS (8 mM NaH2PO4, 2,3 mM NazHPO4, 130 mM NaCl; pH 7,4) e foram
quantificadas utilizando o método da curva padrdao de BSA (Sigma), através da
comparacao entre diferentes aliquotas de proteina e concentracbes conhecidas de
albumina de soro bovino (BSA, Sigma) em gel de eletroforese. Apds a quantificacéo,

as proteinas foram devidamente identificadas e estocadas a -20°C.

3.1.2. Expresséo e purificacdo da proteina recombinante AMAL

Um clone da levedura contendo o plasmideo correspondente ao antigeno
AMAL foi incubado, sob agitacdo constante a 230 rpm, a 30°C, em meio BMGY [1%
(m/v) extrato de levedura (Sigma), 2% (m/v) peptona (Sigma), 100 mM KH2POa4
(Synth), 0,34% (m/v) base nitrogenada de levedura (Invitrogen), 1% (m/v) sulfato de
amonio (Sigma), 4x10-5% (m/v) biotina (Gibco) e 3% (m/v) glicerol (Sigma)], por 24
horas. Ap6s o0 crescimento, as células foram recolhidas por centrifugacdo e
transferidas para o meio de indugdo BMMY [1% (m/v) metanol, 1% (m/v) extrato de
levedura, 2% (m/v) peptona, 100 mM KH2POg4, 0,34% (m/v) base nitrogenada de
levedura, 1% (m/v) sulfato de amoénio, 4x10-5% (m/v) biotina e 0,5% (v/v) metanol
(Synth)]. O cultivo foi mantido sob agitagcédo constante a 230 rpm, a 30°C, durante 72
horas, com adicdo diaria de 1% de metanol, como unica fonte de carbono. Passado
esse periodo, o produto da expressao foi centrifugado durante 15 minutos, a 15.000

X g, 4°C. O sobrenadante contendo a proteina solubilizada foi concentrado 10X
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utilizando um sistema de ultrafiltracdo com membrana de 30.000 NMWL (Millipore)
sob condicdes de acordo com o fabricante e dialisado contra tampéo de equilibrio
(20 mM NaH2PO4, 20 mM NazHPO4, 200 mM NaCl, pH=8,0), utilizando membranas
de 10.000 MWCO (Thermo Scientific) para posterior purificacéo.

ApoOs a expressdo, o sobrenadante contendo a proteina AMAL solubilizada
foi dialisado contra o tampé&o de equilibrio (20 mM NaH2PO4, 20 mM Naz2HPO4, 200
mM NaCl, pH=8,0) e aplicado na coluna contendo resina de niquel Sepharose™
High Performance (GE Healthcare) para a purificagdo por cromatografia de
afinidade. Para este procedimento, a resina foi previamente equilibrada com o
mesmo tampado. Em seguida, foi feita uma lavagem utilizando tampéo de lavagem
[20 mM NaH2PO4, 20 mM NazHPO4, 0,5 M NaCl, 10% glicerol (m/v) e 1 mM PMSF;
pH=6,0] para aplicacdo do gradiente de imidazol (15 a 400 mM) neste mesmo
tampdao. ApoOs passagem pela resina, as aliquotas foram coletadas e analisadas por
SDS-PAGE 12%. A purificacdo por cromatografia de troca ibnica e a quantificagao,
foram realizadas seguindo os mesmos protocolos utilizados para a obtengcdo das

proteinas recombinantes produzidas em sistema de expressao bacteriano.

3.1.3. Obtencéao da Proteina de fusdo AMA1-MSP119

Recentemente, foi produzida em nosso laboratério uma proteina
recombinante quimérica baseada na fusdo de dominios imunodominantes dos
antigenos AMAl e MSPli. Primeiramente, o plasmideo recombinante
correspondente a AMA1-MSP1i9 foi sintetizado comercialmente pela companhia
Genscript para a expressao em P. pastoris. O clone contendo o plasmideo foi

selecionado e cultivado por 24 horas, a 28°C, 230 rpm, em 200 mL de meio
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contendo glicerol 1% (BMGY). Apos este periodo, as células foram recolhidas por
centrifugacéo e foram diluidas em 1 L de meio contendo 1% de metanol (BMMY)
como unica fonte de carbono. O cultivo foi mantido sob agitacdo constante a 230
rom, a 28°C, durante 72 horas. Para a confirmacdo da expressdo da proteina, o
sobrenadante da cultura foi analisado por eletroforese em SDS-PAGE 12%. A
proteina obtida no sobrenadante foi purificada por cromatografias de afinidade e de
troca idnica, no equipamento AKTAprime PLUS (GE Healthcare). Este protocolo foi
padronizado e executado pela aluna Mariana Vilela Rocha, como parte do seu

projeto de iniciacéo cientifica (Rocha et al., 2012).

3.2. Peptideos sintéticos

Nosso grupo investiu na identificacdo de epitopos baseados na proteina
AMA1, com perfil de antigenicidade para MHC de classe Il, através da analise in
silico. A sequéncia da proteina AMAL (Rodrigues et al., 2005) de 445 aminoéacidos
foi enviada ao grupo da Profa. Dra. Joseli O. Ferreira da Fundacdo Oswaldo Cruz
(FIOCRUZ) para analise pelo banco de dados “Immunoepitope”

(http://www.immuneepitope.org/), com o objetivo de identificar potenciais epitopos

para células T CD4. Foi avaliado o perfil de antigenicidade para trés alelos de MHC
de classe Il de camundongos BALB/c (H2-1Ab, H2-1Ad, H2-IEd) e as regibes que
obtiveram pelo menos 70% de score antigénico foram selecionadas. Dentre essas
sequéncias potencialmente mais antigénicas, foram também determinadas as mais
promiscuas, ou seja, que se ligam a mais de um alelo de HLA de classe Il de
populacdes brasileiras contempladas no artigo de Alves e colaboradores.

Os resultados indicaram as seguintes sequéncias de 15-mers mais

promiscuas e mais antigénicas:
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#31 (RVDLGEDAEVENAKY)

#217 (LWVDGNCEEIPYVKE)

#219 (VDGNCEEIPYVKEVE)

#247 (ASASDQPTQYEEEMT)

#248 (SASDQPTQYEEEMTD)

#249 (ASDQPTQYEEEMTDY)

#396 (RISNSTCNFYVCNCYV)

#397 (ISNSTCNFYVCNCVE)

Apos a predicdo, foram sintetizados quatro peptideos de AMAL
possivelmente ligantes de MHC-II.

#31 (RVDLGEDAEVENAKY)

#217 #219 (LWVDGNCEEIPYVKEVE)

#247 #248 #249 (ASASDQPTQYEEEMTDY)

#396 #397 (RISNSTCNFYVCNCVE)

Os peptideos acima foram avaliados quanto sua capacidade de inducdo da
resposta imune celular através dos ensaios de proliferacdo celular com CFSE e
ELISA de captura para IFN-y no sobrenadante da cultura. Para isso, células
esplénicas de camundongos imunizados com a proteina AMA1 foram estimuladas in

vitro com 10 ug/mL de cada peptideo ou 20 pug/mL do pool.

3.3. Imunizagdes Experimentais e Coleta de Sangue

Esse projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentagdo Animal

(CEUA/FCF/313) em 07/04/2011.
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Foram utilizados, neste trabalho, camundongos isogénicos, fémeas, com
idade entre 6 a 8 semanas, das linhagens C57BL/6 ou BALB/c de acordo com cada
experimento, procedentes do biotério da FCF-IQ/USP. Os animais foram imunizados
por via subcutanea (s.c.) e receberam a primeira dose de 100 uL nas patas traseiras,
sendo administrados 50 uL em cada uma. As doses de reforco foram inoculadas

com volume total na base da cauda, 15 dias apés a ultima imunizacdo, como mostra

a figura 7.
1d sangria 24 sangria 32 sangrim
I I 1
r = Retirada do bago
| — e — | — 1sdia || —— 1mdiae ——
\ 3 W Eutandsia
1% Imunizacdo 28 Imunizacdo 32 Imunizacdo
{Reforgo) (Reforgo)
45 dias

Figura 7: Esquema de imunizagdes e sangrias.

Com a finalidade de monitorar a eficacia das imunizacbes através da
deteccdo de anticorpos especificos contra cada antigeno, foram realizadas coletas
de sangue fazendo-se um pequeno corte na ponta da cauda de cada animal 14 dias
apos cada imunizacdo. As amostras de sangue coletadas foram centrifugadas e os
soros aliquotados para serem utilizados na deteccdo de anticorpos IgG especificos
pelo método de ELISA. Ao final dos 45 dias de imunizacdo, os animais foram
eutanasiados em camara de CO:2 e os bacos retirados para a obtengédo das células

esplénicas.
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Cada proteina recombinante foi inoculada na concentracdo previamente
estabelecida pelo grupo (10 ug/dose), administrada em PBS estéril, na presenca dos
adjuvantes AIF (Sigma, 1:1), Quil A (Superfos Biosector, Vedbaek, Denmark, 25

ug/dose) ou Poly (I:C) (InvivoGen, 50 ug/dose).

3.4. Ensaio imunoenzimatico

A determinacdo dos titulos de anticorpos IgG foi feita por ELISA conforme
descrito previamente pelo nosso grupo (Mdfalo et al., 2008; Gentil et al., 2010).
Foram utilizadas placas de 96 pocos do tipo “high binding” (3590, Costar),
sensibilizadas com 2 ug/mL das proteinas recombinantes diluidas em tampéao
carbonato [(15 mM Na2COs, 34,9 mM NaHCOs (Synth); pH=9,6] em um volume final
de 50 uL de solugao por poco, incubadas em temperatura ambiente, durante a noite.
Apos 3 lavagens com PBS-Tween [0,05% Tween 20 (USB Corporation), em PBS,
pH=7,4] foram feitas, preparando as placas para a adicdo de 200 ulL/poco de
solucéo de bloqueio [5% (m/v) leite em pd desnatado (Molico®), 2,5% (m/v) albumina
sérica bovina (BSA-Sigma) em PBS], durante 2 horas a 37°C. A solucédo foi entdo
desprezada e 50 uL/poc¢o de cada um dos soros dos camundongos, diluidos a partir
de 1:100 em solucdo de blogueio, foram adicionados. Posteriormente, outra
incubacdo por 1 hora em temperatura ambiente foi feita e entdo as placas
novamente foram lavadas com PBS-Tween. Foram adicionados 50 uL em cada poco
do anticorpo secundario conjugado a peroxidase (IgG de cabra anti-IgG de
camundongo, KPL) diluido 1:3.000. Outra incubacao foi realizada por 1 hora em
temperatura ambiente, seguida de 3 lavagens com PBS-Tween. A etapa de

revelacao foi feita pela adicdo de 100 ulL/poco da solucdo de revelacdo [9,25 mM
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OPD (Sigma); 0.1% (v/v) H202 (Merck)] em tampao fosfato-citrato [200 mM NazHPO4
(Synth), 218 mM CsHsO7 (Synth); pH=4.5-5.0] e a reacdo enzimatica foi interrompida
pela adicdo de 50 pl/poco de solucao de parada (4N H2SOa4).

Os titulos de anticorpos IgG especificos contra as proteinas recombinantes
foram determinados em uma leitora de microplacas (Awareness Technology, mod.
Stat Fax 2100, EUA). Definimos os titulos especificos de anticorpos contra as
proteinas recombinantes como a maior diluigdo com uma DOug2 superior a 0,1. Os
resultados foram expressos como titulos de anticorpos IgG em logio + erro padréao

da média.

3.5. Andlise da resposta celular

3.5.1. Retirada dos bacos e obtencéo de células esplénicas

Todos os procedimentos de manipulagdo dos animais, eutandsia e retirada
dos bacgos foram realizados no Biotério da FCF-IQ/USP.

Inicialmente, 3 animais de cada grupo foram selecionados e colocados na
Céamara de CO2. Apoés a confirmagdo da auséncia de sinais vitais, 0s camundongos
foram levados ao fluxo laminar para retirada dos bacos. Os érgados dos animais
foram colocados juntos em um filtro de células de 70 um (BD Falcon) embebido em
meio RPMI [1,04% RPMI 1640 (Sigma), 0,24% HEPES (Gibco); 0,2% de NaHCOs,
133 pg/mL estreptomicina (Sigma); 59 pug/mL penicilina (Sigma) em H20 milliQ], para
serem macerados e permitir assim a coleta das células esplénicas. Com o auxilio de
uma pipeta Pasteur, as células foram transferidas para tubos estéreis de 15 mL,
devidamente identificados por grupo, e estocadas no gelo para serem transportadas

ao laboratorio.
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O pool de células esplénicas obtidas dos camundongos foi centrifugado a
300 x g, 4°C, durante 5 minutos. Apds isso, 0 sobrenadante foi decantado e
acrescentados 1 mL/baco de tampao hemolitico (0,15 M NH4CI, 1 mM KHCOs, 0,1
mM NazEDTA, pH 7,2-7,4) para lise das hemacias, durante 2 minutos. Passado o
tempo de acédo do tampéao, foi acrescentado meio RPMI para nova centrifugacéao sob
as mesmas condicdes acima, visando a retirada do excesso de fragmentos
celulares. Este procedimento foi realizado 2 vezes, e as células foram ressupendidas
em 3 mL/baco de meio RPMI suplementado [meio RPMI com 0,055 mM 2-
mercaptoetanol (Gibco), 2 mM L-glutamina (Gibco), 1 mM Piruvato de Sodio (Gibco),
1% Vitaminas-MEM (Gibco), 1% Aminoacidos Nao-Essenciais-MEM NEAA (Gibco) e
10% de soro bovino fetal (Gibco)], para a avaliagdo da viabilidade celular com o
corante Azul de Trypan (Gibco), diluido 4X e quantificacdo das células

mononucleares na camara de Neubauer.

3.5.2. Ensaio de proliferacéao celular com CFSE

Apés a obtencdo e quantificacdo das células esplénicas dos camundongos
Imunizados, prosseguimos com o ensaio de proliferacéo celular a fim de caracterizar
o fendtipo das células proliferativas. Para isso, utilizamos o marcador fluorescente
CFSE (Carboxyfluorescein succinimidyl Ester, Invitrogen), de acordo com o protocolo
descrito por Ribeiro e colaboradores em 2010, que permite tanto a identificacao da
progénie celular quanto a analise da divisdo individual de células que tenham sido
submetidas a varios ciclos celulares (Lyons e Parish, 1994).

As células esplénicas (5x107/mL) foram incubadas em PBS estéril contendo

1,25 uM de CFSE, durante 10 minutos a 37°C, ao abrigo da luz. Apés este periodo,
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foram feitas 3 lavagens com meio RPMI e as células foram ressuspendidas em meio
RPMI suplementado. Foi feita uma nova contagem em camara de Neubauer e
analise da viabilidade celular com Azul de trypan (diluido 4X). Para o cultivo, utilizou-
se 3x10°/mL células em um volume final de 200 uL em placas de 96 cavidades de
fundo U (Costar, 3799). Os estimulos in vitro foram adicionados nas concentracdes
finais de 10 ug/mL (para as proteinas recombinantes, peptideos de AMAl e o
peptideo PADRE) e 20 ug/mL (quando pool de peptideos de AMA1). Como controle
positivo, utilizamos 2,5 ug/mL do mitégeno Con A (Concanavalina A, Sigma), ou
nenhum estimulo como controle negativo. Apés o plagueamento, a cultura de células
foi mantida por 5 dias a 37°C, em atmosfera contendo 5% CO2.

Passado o tempo de incubacéo, todo o conteddo da cultura de células foi
transferido para placas de fundo V e entdo centrifugado a 300 G, durante 6 minutos,
a 4°C. O sobrenadante foi decantado e as células foram ressuspendidas em MACS
Buffer (0,75% BSA, 2 mM EDTA em PBS, pH 7,2-7,4), juntando as triplicatas para
nova centrifugacdo nas mesmas condicdes. Apds esse procedimento, as ceélulas
foram incubadas com os anticorpos monoclonais (BD), anti-CD3 APC-Cy7 (1:50),
anti-CD4 PerCP-Cy5.5 (1:100) e anti-CD8 PE-Cy7 (1:100), durante 30 minutos a
4°C, protegido da Iluz. Em seguida, foram centrifugadas novamente e
ressuspendidas em 200 uL de MACS Buffer e transferidas para tubos especificos

para o citdmetro de fluxo (FACScalibur-Becton Dickinson).

3.5.3. Ajuste das voltagens do citémetro de fluxo

Para o ajuste das voltagens do citdmetro de fluxo, foram utilizadas beads de
compensacao comerciais (BD). O preparo foi feito de acordo com as instrucdes do
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fabricante em uma diluicdo de 1:1 (1 gota de beads positiva + 1 gota de beads
negativa), onde 10 uL desta solucao foram transferidos para microtubos e em cada
um foi adicionado um fluorocromo na mesma diluicdo utilizada para a marcagao
celular. Apés isso, as beads foram incubadas por 15 minutos, T.A., protegidas da luz
e ap0s a marcacao, foram adicionados 200 uL de MACS buffer em todos os tubos

para aquisicdo dos eventos.

3.5.4. Andlise dos eventos adquiridos na citometria de fluxo

Os dados gerados pelo citbmetro de fluxo, cerca de 100.000 eventos
adquiridos, foram analisados pelo software Flowjo 9.4.10, seguindo a estratégia de
analise através de “gates” exemplificada na figura 8 e os graficos foram gerados pelo
software Sigmaplot 10.0.

Foi feito um gate inicial delimitando a populacao de linfocitos baseado no
tamanho (FSC) e na granulosidade (SSC) das células, seguido por um gate nas
células T CD3*. Apos isso, fizemos um gate para separar as subpopulacdes de
linfécitos T CD4* (CD3*CD4") e outro para linfécitos T CD8* (CD3*CD8*). Dentro
dessas subpopulagbes, foi avaliada a diminuicdo gradativa da intensidade de
fluorescéncia do CFSE, o que é inversamente proporcional a proliferacdo celular
especifica induzida in vitro. Os resultados da proliferacdo celular foram expressos
em porcentagem de células proliferando, onde o resultado final € dado pela
porcentagem de células proliferativas em resposta ao estimulo in vitro menos a

proliferacéo basal das células ndo estimuladas (CFSELowE - CFSELowNE).
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Figura 8: Estratégia de andlise para avaliacdo da proliferacédo celular utilizando CFSE.
Dot plot gerados através da andlise pelo software FlowJo de células estimuladas in
vitro com o mitdégeno Con A.

3.5.5. Deteccéo de IFN-g por ELISA de captura

Apesar de, inicialmente ndo proposta neste trabalho, o método de ELISA de
captura foi selecionado para avaliar a producdo da citocina IFN-y no sobrenadante
de cultura celular. A deteccdo de IFN-y foi realizada por ELISA de captura,
utilizando-se o kit comercial (RD Systems).

Placas de 96 pocos “high binding” (3590, Costar) foram sensibilizadas com 4
ug/mL de anticorpo de captura anti-IFN-y diluido em PBS, em um volume final de
100 mL/poco e incubadas a temperatura ambiente durante a noite. ApOs este
periodo, as placas foram lavadas 3 vezes com PBS-Tween e, em seguida, foi

adicionado 200 pL/pogo da solucéo de bloqueio (BSA 1%, NaNs 0,05% em PBS) e
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uma nova incubacdo de 2 horas, a T.A. Em seguida, a solucdo de bloqueio foi
desprezada e acrescentou-se 100 pL/poco de cada amostra em triplicata,
previamente diluida em solucéo diluente (0.1% BSA, 0.05% Tween 20) em Tampao
Tris (20 mM Trizma base, 150 mM NaCl; pH=7.2-7.4), por 2 horas, T.A.

ApOs esta etapa de incubacéo, as placas foram lavadas 5 vezes com PBS-
Tween e adicionou-se 100 pL/poco do anticorpo de deteccdo biotinilado anti-IFN-y
em uma concentracdo de 100 ng/mL em solucéo diluente. Apds uma incubacgéo de 2
horas, T.A., as placas foram lavadas 5 vezes e incubadas durante 1 hora com 100
uL/poco do conjugado estreptavidina diluido 200X em solug&o diluente. Em seguida
as placas foram lavadas novamente 3 vezes e entéo reveladas com 100 ulL/poco da
solugéo de revelacao [9,25 mM OPD (Sigma); 0.1% (v/v) H202 (Merck)] em tampé&o
fosfato-citrato [200 mM NazHPOa4 (Synth), 218 mM CsHsO7 (Synth); pH=4,5-5,0] em
uma reacdao de 20 minutos ao abrigo da luz. A reacdo foi interrompida com 50
uL/poco de 4N H2SOs e a DOasg2 foi determinada em um leitor automatico de

microplacas (Awareness Technology, mod. Stat Fax 2100, EUA).

3.5.6. ELISPOT para IFN-g

O ensaio de ELISPOT (Enzyme-linked immunosorbent spot) foi selecionado
para a avaliacdo da producdo da citocina IFN-y em camundongos imunizados com
0s antigenos recombinantes. Esta técnica modificada do ELISA, permite detectar e
quantificar células T produtoras de IFN-y em cultura de células (Miyahira et al.,
1995). Para a execucéo do ensaio utilizamos o protocolo de acordo com Alencar e
colaboradores. Basicamente, placas de nitrocelulose de 96 pocos (Multiscreenuts,

MSIPS4W, Millipore) foram sensibilizadas com 10 pg/mL do anticorpo de captura
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monoclonal R4 anti-mouse IFN-y ATCC (BD), diluido em PBS estéril em um volume
final de 60 pl/poco e incubadas durante a noite, a temperatura ambiente. Apoés
incubacédo, o anticorpo foi removido por aspiragdo com pipeta Pasteur e as placas
foram lavadas 3 vezes com 100 puL de meio RPMI. O blogueio dos sitios
inespecificos de ligacéo foi feito acrescentando-se 100 ul/po¢o de meio R10 (RPMI
com 10% de SBF), por 2 h a 37°C. Ap6s o bloqueio, o meio foi removido e
5x10%/poco das células esplénicas ressuspendidas em meio IL-2 [(meio RPMI com o
0,055 mM 2-mercaptoetanol (Gibco), 2 mM L-glutamina (Gibco), 1 mM Piruvato de
Sadio (Gibco), 1% Vitaminas-MEM (Gibco), 1% Aminoacidos Nao-Essenciais-MEM
NEAA (Gibco) e 10% de soro bovino fetal (Gibco) e 0,03% IL-2 (Gibco)] foram
incubadas na presenca dos estimulos antigénicos de acordo com cada experimento,
durante 24h, a 37°C, em estufa com 5% de COs..

Apos o periodo de incubacéo, as ceélulas foram descartadas e as placas
lavadas 3 vezes com PBS e 5 vezes com PBS-Tween. Foi adicionado, entdo, o
anticorpo anti-mouse biotinilado XMG 1.2 (BD) diluido em PBS-Tween na propor¢ao
de 1:200, em um volume final de 70uL/poco e as placas foram incubadas durante a
noite, 4°C, seladas em papel aluminio.

Apés a incubagédo, foram feitas 6 lavagens com PBS-Tween e apo0s isso,
adicionou-se 100 pL/poco de estreptavidina (BD) marcada com peroxidase diluida
em PBS-Tween na diluicdo de 1:500 para um incubacéo de 2 horas, T.A. Foram
feitas 5 lavagens com PBS-Tween e 3 com PBS e entdo acrescentou-se a solucéo
de revelacéo (1M Tris—HCI (pH 7,5), 0,1% (m/v) DAB (Sigma-Aldrich) e 0,1% (v/v) de
30% H202 Sigma) em um volume final de 100 pL/po¢co com tempo de agéo de 15

minutos.
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A reacao foi interrompida ap0s o descarte do substrato e lavagens das
placas com agua corrente. ApGs as placas estarem completamente secas, fez-se a

contagem dos spots em microscoépio optico (Nikon, Alphaphot YS).

3.6. Analise estatistica

Para a determinacdo da média e do erro padrao da média (SEM) dos titulos
de anticorpos IgG dos camundongos imunizados, utilizou-se o software GraphPad
PRISM 5.0. O mesmo se aplica a média e SEM dos niveis de IFN-y detectados por
ELISA de captura e a média dos spots obtidos pelo ensaio de ELISPOT. Para
comparar as diferencas estatisticas entre as médias dos titulos de anticorpos IgG,
concentracdo de IFN-y por ELISA de captura e média dos numeros de spots pelo
ELISPOT, foi feita a andlise de variancia (one-way ANOVA) seguida do teste de

Tukey,

49



4. Resultados




Casale, P. O. A. 4. Resultados

4.1. Expressao e purificacdo das proteinas recombinantes

As proteinas recombinantes AMAl, MSP1lis, MSP119-PADRE e MSP3p
foram obtidas de acordo com os protocolos pré-estabelecidos pelo grupo, como
mencionado nos materiais e métodos. A figura abaixo mostra o perfil de migracéo
por eletroforese de proteinas (SDS-PAGE) em condi¢des redutoras, utilizando o
agente redutor B-mercaptoetanol. Podemos observar que foram produzidas com um

padrdo de banda Unica ou majoritaria e em bom nivel de pureza.

(A) - (B) S
116 KDa — 118 kDg —
G2,2 kDa — 62,2 kiDa l—
—
46 kDa — 45 kiba -
A5 kDa — 36 kDa ——
26 KDa — 25 kDa —
18,4 kDa p— 1B,4 kDa pa—
14,4 kDa - 14,4 kDa ——
(9] FM (D) FM
116 kD= Fr— 116 kD= —
R2. 2 x0a —_— 62,2 kDa —
45 kiba — 45 kDa pa—
a5 kDa e 35 kDia asi
Co Lt — 25 kD=
18,4 kDa -_— .
14.4 kDa — T
iy

Figura 9: Analise da expressdo e purificagdo das proteinas recombinantes AMAL,
MSP3b, MSP1;9 e MSP1:,-PADRE em SDS-PAGE: Perfil de migragédo das proteinas na
presenca do agente redutor b-mercaptoetanol em gel de poliacrilamida corado com
Azul de Coomassie. (A) AMAL - 53 kDa; (B) MSP3b - 104 kDa; (C) MSP119 -18 kDa e (D)
MSP110-PADRE - 18 kDa.
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ApOs a obtencdo das proteinas recombinantes e verificacdo do nivel de
pureza por eletroforese, demos inicio as imunizacdes experimentais com o objetivo
de caracterizar a resposta imune celular induzida pela combinacdo dos antigenos
recombinantes AMAl, MSP11o-PADRE, MSP3p emulsificados na presenca de

diferentes adjuvantes.

4.2. Efeito da imunizacdo de camundongos C57BL/6 com as proteinas
recombinantes AMALl, MSP1lio-PADRE e  MSP3b co- administradas

na presenca do Adjuvante Incompleto de Freund (AIF).

Inicialmente, o efeito da co-administracdo dos 3 antigenos recombinantes
AMA1, MSP119-PADRE e MSP3p foi avaliado na presenca de um adjuvante forte,
AIF. Com base em resultados anteriores obtidos por Rosa e colaboradores,
demostrando que camundongos da linhagem C57BL/6 desenvolvem uma forte
resposta de células T para o epitopo PADRE (Rosa et al., 2004), selecionamos
estes animais para a avaliacdo da resposta imune celular. Para isso, 0s
camundongos foram imunizados com 3 doses da formulagdo contendo 10 ug de
cada um dos antigenos administrados individualmente, ou em combinacédo, na
presenca deste adjuvante.

Como apresentado na figura 10 ndo detectamos proliferagdo de células T
CD4* e T CD8* em resposta ao estimulo in vitro com nenhum dos antigenos
recombinantes (figura 10A-D), apesar das altas taxas de proliferacdo de linfocitos (>

50%) estimuladas pelo mitégeno Con A (10E).
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o mitégeno Con A (E). Os resultados
estdo expressos em porcentagem de

Os titulos de anticorpos IgG especificos contra cada proteina foram

determinados por ELISA, apdés cada uma das 3 doses administradas. A figura 11 (A-

C) mostra que altos titulos de anticorpos (logi0>5), foram obtidos ao final do
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esquema de imunizacdo (3% dose) com cada uma das 3 proteinas recombinantes

administradas individualmente ou em combinacdo.

(A)

7

Anticorpos contra AMAL

(B) Anticorpos contra MSP1,,

[ Apos 12 dose

Ap6s 22 dose T
61 BB Apobs 32 dose

Titulos de anticorpos IgG (log10) +/- SEM

Titulos de anticorpos 19G (log10) +/- SEM

[ Apos 12 dose
Ap6s 22 dose
61 B Apols 32 dose

AlF AMA1 Co-administragéo

(C) Anticorpos contra MSP33

[ Apds 12 dose
Ap6s 22 dose
61 B2 Apls 32 dose

Titulos de anticorpos IgG (log10) +/- SEM

AIF

AlF

Figura 11: Titulos de anticorpos IgG
especificos de camundongos
imunizados com AMA1, MSP1i,-PADRE
e MSP3b na presenca de AIF. Soros de
camundongos C57BL/6 imunizados 3
vezes com 10 ng de cada proteina
recombinante administrada
isoladamente ou em combinacdo foram
testados contra AMAL (A), MSP1i (B) e
MSP3b (C), por ELISA. Resultados
expressos como média de titulos de
anticorpos de cada grupo em logw *
SEM. [n.s= ndo significativo p>0,05; (*)
=p<0,05; (**) =p<0,01 e (***) =p<0,001].

Quando comparamos os titulos de anticorpos dos animais que receberam as

proteinas individualmente com os titulos dos que receberam a combinacédo de

antigenos, observamos que 0s grupos que receberam as proteinas AMA1 e MSP11-

PADRE (figura 11A e 11B) apresentaram titulos de anticorpos significativamente

mais altos do que o grupo que recebeu a combinacdo das 3 proteinas (p<0,001, em

ambos o0s casos), 0 que significa que a combinacdo dos 3 antigenos interferiu na

resposta para AMAl e MSP1lis. Por outro lado, ndo observamos diferenca
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estatisticamente significativa quando comparamos 0 grupo que recebeu a proteina

MSP3p com o grupo que recebeu a combinacdo de antigenos (figura 11C, p>0,05).

4.3. Avaliacdo da resposta celular de camundongos BALB/c imunizados com
a proteina AMAL, na presenca de AlF: uso de peptideos sintéticos como

estimulo.

Com o objetivo de avaliar se 0 uso de peptideos como estimulo in vitro nédo
seria uma melhor alternativa as proteinas recombinantes e identificar potenciais
epitopos para células T CD4* na proteina AMA1 avaliamos a proliferacdo de células
T em resposta ao estimulo in vitro com 4 peptideos sintéticos preditos para células
TCD4* (PVAMAL #31, PVAMALl #217#219, PVAMALl #247#248#249 e PvAMAl
#396#397), conforme descrito em Material e Métodos.

Para isso, camundongos BALB/c foram imunizados com a proteina AMA1
na presenca de AlF. Para a avaliagdo da resposta imune celular, além do ensaio de
proliferagdo com CFSE, foi realizado o ensaio de ELISA de captura, para a detecgcao
da citocina IFN-y no sobrenadante da cultura celular. A figura 12 mostra 0s
resultados obtidos através do ensaio de proliferacdo celular com CFSE.

N&o foi observada proliferacdo especifica de células T in vitro quando
estimuladas pela proteina recombinante (figura 12A), nem pelos peptideos baseados
em AMAL1l (figura 12B-F), apesar dos altos percentuais de proliferacdo celular

(>50%) observados em todos os grupos estimulados com Con A (figura 12G).
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Além do ensaio de proliferacdo com CFSE, o sobrenadante da cultura foi
utilizado para a quantificacdo de IFN-y produzido pelas células estimuladas, atraves
do ELISA de captura (Figura 13). Os resultados obtidos demonstraram que tanto as
células sem estimulo quanto as estimuladas com os antigenos, foram capazes de
produzir IFN-y, ndo havendo diferengca estatisticamente significativa (p>0,05). Da
mesma forma, ndo houve, diferenca estatisticamente significativa entre o grupo

imunizado somente com adjuvante e o grupo que recebeu AMAL1l emulsificada em

AlF (p>0,05).

5000 - ~
1 sem estimulo Figura 13: Deteccdo de IFN-g por ELISA
w2 AMAL de captura no sobrenadante de cultura

a0 4 B Pen2 celular: Pool de células esplénicas de
== Pep 3 camundongos BALB/c imunizados 3
1 Pep4d

2000 1 Pool vezes com 10 ng da proteina
&= Con A recombinante na presenca de AIF e

estimulados in vitro com AMAL, pep 1-
PVAMAL #31, pep 2-PvAMAL #217#219,
pep 3-PVAMALl #247#248#249, peps-
PVAMAL #396#397, pool dos 4 peptideos
e com o mitdbgeno Con A. Os resultados
estdo expressos em pg/mL.

2000 +

1000 A

AIF AMAL

Como néo detectamos resposta proliferativa e o ensaio de ELISA de captura
para deteccdo de IFN-y ndo foi conclusivo, resolvemos testar adjuvantes alternativos
ao AlF. Para isso, selecionamos a proteina MSP119-PADRE emulsificada em outros
dois adjuvantes (Quil A e Poly I:C), para efeito comparativo de imunogenicidade.
Assim, a avaliacdo da resposta imune celular induzida pela combinacdo dos 3
antigenos poderia ser novamente investigada utilizando o adjuvante da formulacéo

gue apresentasse maior capacidade proliferativa de células T.
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4.4. Avaliacdo da resposta proliferativa induzida pela imunizacdo com a

proteina MSP119-PADRE na presenca de Quil A ou Poly (I:C).

Estudos anteriores demonstraram que a proteina MSP119 ligada ao epitopo
PADRE ¢é altamente imunogénica e capaz de estimular proliferacdo in vitro de
células T de camundongos C57BL/6 imunizados com MSP11o-PADRE na presenca
de um adjuvante forte, ACF/AIF (Rosa et al., 2004). No presente trabalho, ndo foi
possivel observar proliferacdo de células T no experimento de imunizagcdo com a co-
administracdo dos 3 antigenos na presenca de AIF. Sendo assim, imunizacdes
experimentais foram realizadas a fim de avaliar a capacidade de inducdo de
proliferacéo de células T pela proteina MSP119-PADRE na presencga dos adjuvantes
Quil A e Poly (I:C). Trabalhos anteriores desenvolvidos em nosso laboratério
demonstraram que o adjuvante Quil A foi capaz de induzir titulos de anticorpos IgG
semelhantes ao obtidos com o adjuvante de Freund, apdés 3 doses de imunizagao
(Vicentin, 2012; Bitencourt et al., 2013).

Na figura 14 observa-se que os animais imunizados com MSP119-PADRE na
presenca do adjuvante Poly (I:C) apresentaram proliferacdo de células T CD4*
(9,8%) em resposta ao re-estimulo com a proteina recombinante. Porém proliferacéo
celular em resposta ao estimulo in vitro com a MSP119-PADRE no grupo imunizado

com a proteina na presenca de Quil A ndo foi detectada.
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Figura 14: Resposta proliferativa de células T CD4* e T CD8" marcadas com CFSE de
camundongos imunizados com MSP1:9-PADRE na presenca de Quil A ou Poly (I:C):
Pool de células esplénicas de camundongos C57BL/6 imunizados 3 vezes com 10 ng
da proteina recombinante MSP1:-PADRE na presenca de Quil A ou Poly (I:C).
Estimulo in vitro com MSP1;5-PADRE (A) e Con A (B). Os resultados estdo
expressos em porcentagem de células proliferando.

ApOs obtencéo desses resultados, selecionamos o adjuvante Poly (I:C) para

as imunizacdes subsequentes.

4.5. Efeito da imunizacdo de camundongos C57BL/6 com as proteinas

AMA1, MSP119-PADRE e MSP3b co- administradas na presenca do adjuvante

Poly (I:C).

A fim de avaliar o efeito da imunizagcdo com as 3 proteinas recombinantes

na presenca do adjuvante Poly (I:C), as imunizagbes foram realizadas nas mesmas

condicdes do experimento prévio com o adjuvante AlF (figura 10). Nossos resultados

demonstraram que o grupo imunizado com a proteina AMA1l isoladamente

apresentou proliferacdo especifica de células T CD4* de 9,9% em resposta ao re-

estimulo com o respectivo antigeno (figura 15A).
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O mesmo foi observado no grupo imunizado com MSP1l19-PADRE, com
9,8% de proliferacdo de células T CD4* quando re-estimuladas com o antigeno
MSP119o-PADRE (figura 15C). Em contrapartida, o grupo imunizado com a co-
administracdo dos 3 antigenos néo foi capaz de proliferar em resposta a nenhum
dos estimulos in vitro.

O peptideo PADRE foi capaz de gerar altas taxas de proliferacdo de células
T CD4* no grupo imunizado com MSP119-PADRE (34,5%). Também foi possivel
visualizar resposta proliferativa especifica de células T CD4* no grupo que recebeu a
co-administracao dos 3 antigenos (5,7%), porém em porcentagens menores (Figura
15D). Nao foi observada proliferacdo celular especifica de células T no grupo
imunizado com MSP3p em resposta ao estimulo in vitro com a mesma proteina

recombinante (figura 15E).
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Figura 15: Resposta proliferativa de células T CD4* e T CD8" marcadas com CFSE de
camundongos imunizados com AMA1, MSP1:,-PADRE e MSP3b na presenca de Poly
(IC): Pool de células esplénicas de camundongos C57BL/6 imunizados com as
proteinas recombinantes administradas isoladamente ou em combinagdo na presenca
de Poly (I:C). Estimulo in vitro com AMA1 (A), MSP1 (B) MSP1:9-PADRE (C), peptideo
PADRE (D), MSP3b (E) e com o mitdgeno Con A (F). Os resultados estdo expressos
em porcentagem de células proliferando.
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A resposta celular dos animais deste experimento também foi avaliada
quanto a producao de IFN-y por ELISPOT, uma vez que a quantificacdo de IFN-y por
ELISA de captura ndo se mostrou especifica. Analisando os resultados obtidos, apés
estimulo in vitro com AMAL, observou-se a formacédo de spots apenas nos grupos
imunizados com AMAL1 e com a combinacdo dos 3 antigenos, mostrando que a
resposta detectada foi especifica (figural6B). Por outro lado, apés estimulo in vitro
com MSP119, MSP119-PADRE e MSP3p todos os grupos foram capazes de formar
spots, inclusive o grupo imunizado somente com o adjuvante (figura 16C, D e F),
sugerindo uma resposta menos especifica.

Quando comparou-se estatisticamente os resultados de ELISPOT, nao
houve diferenca significativa com relagdo ao niumero de spots formados entre os
grupos imunizados com os antigenos isoladamente e o da co-administracdo apos o

re-estimulo com as proteinas recombinantes (p<0,001).
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Figura 16: Deteccdo de IFN-g por ELISPOT de células de baco de camundongos
imunizados com AMAL, MSP1:o-PADRE e MSP3b na presenca de Poly (I:C): Células
esplénicas de trés camundongos C57BL/6 imunizados com as proteinas
recombinantes administradas isoladamente ou em combinagdo na presenca de Poly
(I:C). Células nao estimuladas (A), estimulo in vitro com AMAL (B), MSP119 (C) MSP11e-
PADRE (D), peptideo PADRE (E) e MSP3b (F). Os resultados estdo expressos como
mediana (linha pontilhada) da contagem de spots de 3 animais por grupo.
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Os resultados obtidos pelo ELISA demonstraram titulos de anticorpos
especificos contra cada proteina recombinante, tanto nos grupos imunizados com o0s
antigenos isoladamente quanto no grupo imunizado com a co-administracdo
(logi0>4) ndo sendo observada diferenca estatisticamente significativa entre os
grupos (p>0,05), diferentemente dos dados obtidos com o experimento onde foi
avaliada a co-administracdo dos 3 antigenos na presenca de AlF, quando constatou-
Sse que 0S grupos que receberam as proteinas AMAl1 e MSP119 emulsificadas em
AIF apresentaram titulos de anticorpos significativamente mais altos do que o grupo

que recebeu a combinacédo das 3 proteinas (figura 10).

4.6. Efeito comparativo da imunizacdo de camundongos C57BL/6 e BALB/c

com a proteina de fusdo AMA1-MSP119 emulsificada no adjuvante Poly (I:C).

Uma vez que o ELISPOT mostrou-se mais sensivel e especifico para
deteccdo de resposta celular apos imunizacdo com a combinacédo dos 3 antigenos,
resolvemos explorar esse ensaio para avaliar o efeito do uso combinado de 2 dos 3
antigenos testados. Em um estudo recente desenvolvido em nosso laboratorio, foi
produzida uma proteina quimérica expressa em leveduras da espécie P. pastoris,
baseada na fuséo dos antigenos AMA1l e MSP119 de P. vivax (AMA1-MSP119). Os
resultados preliminares da avaliagdo da imunogenicidade desta proteina
demostraram sua capacidade para gerar altos titulos de anticorpos em
camundongos (Rocha et al., 2012). Sendo assim, realizamos a deteccao de IFN-y
por ELISPOT, induzida pela imunizacdo de camundongos C57BL/6 e BALB/c com a
proteina AMA1-MSP1li9 administrada na presenca de Poly (I:C), visando a
comparacao entre a resposta produzida pela proteina de fusdo e a combinacéao dos

2 antigenos (AMA1 e MSP11o).
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Na figura 17 € possivel observar que em todos 0s grupos, inclusive o grupo
controle (imunizado apenas com o adjuvante), detectou-se producao de IFN-y pelo
estimulo in vitro com a proteina MSPlis (figura 17C e D). Porém, quando
estimulados com a proteina AMA1 apenas 0s grupos imunizados com AMA1, AMA1-
MSP119 e com a co-adminstracdo dos 2 antigenos, produziram IFN-y (figura 17E e
F), o que evidencia uma resposta mais especifica quando comparada com a
proteina MSP1i19. Estes resultados apresentaram-se de forma semelhante nas
linhagens C57BL/6 (coluna a esquerda) e BALB/c (coluna a direita).

Para avaliar se houve diferenca na producdo de IFN-y entre 0s grupos
imunizados com a proteina de fusdo AMA1-MSP119 e a co-administracdo de AMAL e
MSP119, cOmparou-se estatisticamente o numero de spots observados. Na linhagem
C57BL/6, o namero de spots do grupo que recebeu a proteina de fuséo foi
significativamente maior do que o grupo que recebeu a co-administragcdo de AMA1 e
MSP119, quando estimulados in vitro com AMA1 (p<0,01, figura 17E). Além disso,
comparando-se 0s grupos imunizados com as proteinas individualmente e o grupo
da co-administracdo dos 2 antigenos, houve uma diminuicdo significativa no niamero
de spots formados no grupo que recebeu a combinacao, quando re-estimulados com
AMA1, em ambas as linhagens (p<0,01) (figura 17E e F). Por outro lado, quando
comparamos 0s grupos imunizados somente com a proteina AMAL com o grupo que
recebeu a proteina de fusdo AMA1-MSP119, este efeito ndo foi observado para a
linhagem C57BL/6 (p>0,05, figura 17E). Estes dados mostram que o uso de
proteinas fusionadas pode solucionar possiveis problemas de competicao

antigénica. Com relagdo ao re-estimulo in vitro com MSP119, ndo houve diferenca
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estatisticamente significativa entre estes dois grupos em nenhuma das linhagens

testadas (p>0,05, figuras 17C e D).
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Figura 17: Deteccdo de IFN-g por ELISPOT de células de baco de camundongos
imunizados com AMA1-MSP1;9 na presenca de Poly (I:C). Células esplénicas de trés
camundongos C57BL/6 (coluna a esquerda) e BALB/c (coluna a direita) imunizados
com MSPls, AMALl, AMA1-MSP1;3 e a combinacdo dos 2 antigenos. Células nao
estimuladas (A) e (B), estimulo in vitro com MSP1l, (C) e (D) AMAL (E) e (F) e
peptideos de AMA1 (G) e (H). Os resultados estdo expressos em células produtoras
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de IFN-g Os resultados estdo expressos como mediana (linha pontilhada) da
contagem de spots de 3 animais por grupo.

Neste experimento, também foi feito o estimulo in vitro com peptideos para
células T CD4* de AMAL utilizados anteriormente em ensaios de proliferagdo com
CFSE e ELISA de captura. Nossa intencéo foi avaliar a produgéo de IFN-y pelo
meétodo de ELISPOT a fim de confirmar os resultados obtidos. Nas figuras 17G e
17H observamos que nao houve inducdo de células produtoras de IFN-y pelo
estimulo in vitro com o pool dos peptideos de AMA1 em nenhuma das linhagens de
camundongos. Com esses dados, ndo foi possivel caracterizar a resposta imune
celular induzida pelo estimulo em cultura com antigenos potencialmente ligantes de

células T CD4* baseados na proteina AMAL de P. vivax.
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A formulacdo de vacinas contra patdgenos que causam infeccbOes
importantes para a saude humana é uma das maiores preocupacdes dos sistemas
de saude do mundo. Dentre essas doencas, a malaria esta classificada como umas
das trés principais, juntamente com a AIDS e tuberculose. Varias medidas estao
sendo utilizadas hoje no combate a malaria, porém, apesar da diminuicdo do nimero
de casos e morte, tais estratégias ainda ndo sao suficientes para o controle da
doenca (WHO, 2012). Por isso, é de extrema necessidade o desenvolvimento de
vacinas capazes de diminuir as taxas de morbidade e mortalidade ainda bastante
elevadas. Vacinas que tém como alvos merozoitos e eritrocitos infectados podem
diminuir a parasitemia a niveis que nao permitam o desenvolvimento da doenca
sendo que formulacbes baseadas na combinacdo de antigenos sao estratégias
importantes no desenvolvimento de vacinas (Riley; Stewart, 2013).

Os maiores investimentos na busca de uma vacina contra malaria ainda
continuam sendo direcionados ao P. falciparum. Poucos sdo os grupos envolvidos
em pesquisas com P. vivax. Apesar de notavelmente menos agressivo, muitos ja
consideram que o termo “benigno” pode subestimar as complicacdes causadas por
esta espécie (revisado por Galinski; Barnwell, 2008). No Brasil, o P. vivax € a
espécie mais frequente, responsavel por 87% dos casos (WHO, 2012), e apesar de
poucos, alguns relatos de complicagcées tornam-se preocupante (Alexandre et al.,
2010, Raposo et al., 2013)

Ao longo desses anos, nosso grupo vem estudando a imunogenicidade de
varias proteinas recombinantes de P. vivax. Dentre elas, destacam-se as proteinas
derivadas de AMA1, MSP1 e MSP3, bastante exploradas em estudos pré-clinicos

com diferentes formulagdes de adjuvantes (Cunha et al., 2001; Soares; Rodrigues,
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2002; Rosa et al., 2004; Bargieri et al., 2008; Mufalo et al., 2008, Gentil et al., 2010;
Vicentin, 2012; Bitencourt et al., 2013).

Sabe-se que, devido ao complexo ciclo do Plasmodium sp, a resposta imune
precisa mobilizar tanto a resposta humoral quanto a celular no controle da doenca
(revisado por Tsuji, 2009). Durante a fase eritrocitica as células T CD4* sdo capazes
de restringir o crescimento do parasita através da secrecdo de citocinas e
consequente ativacdo de macrofagos, além disso estimulam células B a produzirem
anticorpos. A interacdo entre as células T CD4* e T CD8* e a regulacdo desta
resposta é importantissima para o desenvolvimento eficaz da imunidade contra a
malaria. Sendo assim, a resposta imune celular desempenha um papel fundamental
no desenvolvimento da imunidade a malaria (revisado por Spence; Langhorne,
2012). Porém estes mecanismos ainda nao foram totalmente esclarecidos. Sendo
assim, nosso objetivo neste trabalho foi caracterizar a resposta imune celular
induzida pela co-administragdo dos trés antigenos recombinantes do merozoito, na
presenca de adjuvantes, como proposta para uma vacina contra malaria.

Como primeira etapa deste estudo, as proteinas recombinantes AMAL,
MSP119, MSP110-PADRE e MSP3p, foram obtidas com sucesso, em bom nivel de
pureza, de acordo com os protocolos pré-estabelecidos pelo grupo (Cunha et al.,
2001; Rodrigues et al., 2005; Jimenez et al., 2007). Apos a obtencao das proteinas
recombinantes, demos inicio aos experimentos de imunizacdo para caracterizar a
resposta imune celular induzida pela combinac&o dos 3 antigenos.

Primeiramente, selecionamos o Adjuvante Incompleto de Freund, por ser
ainda considerado como o adjuvante de maior potencial na inducdo de resposta

imune (Miller et al., 2005), a fim de compararmos os resultados com a resposta
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celular obtida através da combinacdo das 3 proteinas na presenca de outros
adjuvantes. Vale ressaltar que a linhagem de camundongos C57BL/6 foi escolhida
para ser utilizada em todos os experimentos com a co-adiministracao, baseando-se
em resultados anteriores que demostraram uma resposta proliferativa de células T
bastante forte em resposta ao re-estimulo com o peptideo PADRE (Cunha et a.,
2001; Rosa et al., 2004). Analisando os resultados do ensaio de proliferacao celular
com CFSE obtidos neste estudo, ndo foi possivel observar proliferacdo de células
TCD4* e TCD8* em resposta ao estimulo in vitto com nenhum dos antigenos
recombinantes. Estudos avaliando a imunogenicidade da proteina MSP119-PADRE
emulsificada no Adjuvante Completo de Freund (ACF), demostraram através da
técnica de incorporacdo por timidina que esta proteina € capaz de induzir
proliferacdo de células T e producdo de IFN-y em resposta ao re-estimulo com
MSP119-PADRE, em camundongos C57BL/6 (Cunha et al., 2001; Rosa et al., 2004).
Por outro lado, os titulos de anticorpos IgG especificos contra AMALl, MSP1li9 €
MSP3p foram semelhantes aos obtidos em estudos anteriores (Cunha et al., 2001;
Rosa et al., 2004; Vicentin, 2012; Bitencourt et al., 2013). Isso demonstra que apesar
de néo ter sido gerada proliferacdo celular pelo re-estimulo com os antigenos
recombinantes, as imunizag¢des foram administradas com sucesso.

Com o avanco da bioinformatica e a introducdo da chamada vacinologia
reversa, tornou-se bastante comum a identificacdo de novos epitopos de células T
através da analise in silico, visando a concepcdo de vacinas contra doencas
infecciosas e até mesmo o cancer. A utilizacdo de epitopos imunodominantes em

formulagOes vacinais apresenta a vantagem de potencializar o direcionamento da
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resposta imune contra alvos altamente imunogénicos (revisado por Rosa et al.,
2010).

Em virtude dos resultados obtidos com a co-administracdo dos 3 antigenos
recombinantes juntamente com o adjuvante AlF, decidiu-se investigar se a resposta
proliferativa de células T seria melhor induzida pelo estimulo in vitro com peptideos
para células T CD4* baseados na proteina PVvAMAL, obtidos anteriormente pelo
laboratorio: PVAMAL #31, PVAMAL #217#219, PVAMAL #247#248#249 e PVAMAL
#396#397, com perfil de antigenicidade para trés alelos de MHC de classe Il de
camundongos BALB/c (H2-IAb, H2-1Ad, H2-IEd). Para isso camundongos BALB/c
foram imunizados com a proteina AMAL na presenca de AlF, a fim de compararmos
os resultados da resposta proliferativa anteriormente obtidos nesta linhagem
(Vicentin, 2012). Os resultados demonstraram que nenhum dos estimulos testados
in vitro foi capaz de induzir proliferacdo especifica de células T, inclusive a prépria
proteina recombinante AMAL, apesar das altas porcentagens observadas de
proliferacé@o celular em todos os grupos estimulados com o mitégeno Con A (> 50%).

Além do ensaio de proliferacdo celular com CFSE, o sobrenadante da
cultura foi utilizado para a quantificacdo de IFN-y produzido pelas células
estimuladas, através de ELISA de captura. Sabe-se que esta citocina desempenha
um papel fundamental na resposta imune celular atuando na ativacdo de
macrofagos, sendo bastante importante na fase eritrocitica da doenca (revisado por
Stevenson e Riley, 2004). Analisando os resultados obtidos por ELISA de captura,
nao foi possivel detectar producdo especifica de IFN-y pelos camundongos
imunizados com a proteina AMAL, pois o background apresentou-se elevado. Todas

as células estimuladas e néo estimuladas produziram IFN-y, ndo havendo diferenca
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entre o grupo imunizado apenas com o adjuvante e o imunizado com a proteina
AMAL. Infelizmente, 0 mesmo perfil de resposta de citocina IFN-y foi observado por
Vicentin em 2012. Por esta razdo, nossa proposta foi avaliar a secre¢céo de IFN-y por
outro método, o ELISPOT, onde a quantificacdo feita € por niamero de células
produzindo IFN-y, ao contrario do ELISA de captura, que mede a quantidade de IFN-
v no sobrenadante.

E importante notar que os titulos de anticorpos induzidos pela imunizacgéo
com a proteina AMA1 na presenca de AIF apresentarem-se similares aos obtidos
em nosso laboratério (Mufalo et al., 2008; Vicentin 2012). Além disso, o controle
positivo com o0 mitdgeno Con A induziu resposta proliferativa de células T > 50% e
producado de IFN-y. Porém, ndo houve oportunidade para averiguarmos se houve um
possivel comprometimento da estrutura celular causado talvez pela manipulacéo
durante o experimento ou outros fatores que possam ter refletido diretamente nos
resultados.

Bouilet e colaboradores, avaliaram protocolos homélogos e heterdlogos de
vacinacdo com a proteina recombinante PvAMALl e o Adenovirus humano tipo 5
codificando PvAMA1 (Ad PvAMA1), em camundongos BALB/c. Diferentemente do
observado em nossos experimentos, verificou-se resposta proliferativa de células
TCD4* ao estimulo in vitro com AMAl em todos os protocolos, inclusive no
homélogo com a proteina administrada em Montanide ISA 720 (Bouilet et al., 2011).

A proteina MSP119 de P. vivax vem sendo bastante estudada principalmente
pelo nosso grupo. Rosa e colaboradores demonstraram que esta proteina ligada ao
epitopo PADRE é altamente imunogénica e capaz de estimular proliferacéo in vitro
de células T em camundongos C57BL/6 imunizados com MSP1li1o-PADRE na
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presenca do ACF (Rosa et al., 2004). Como mostrado anteriormente, ndo foi
observada proliferacdo de células T no experimento de imunizacdo com a co-
administracdo dos 3 antigenos na presenca de AlF. Sendo assim, foi nossa proposta
avaliar a capacidade de inducéo de proliferacao de células T pela proteina MSP119-
PADRE na presenca de outros dois adjuvantes. Um deles foi o Quil A, pois além de
ja ser liberado para uso veterinario (Hacariz et al., 2009; Heath et al., 2012),
trabalhos anteriores desenvolvidos em nosso laboratério demonstraram que a
proteina AMA1 (Vicentin, 2012) e MSP3p (Bitencourt et al., 2013) administradas na
presenca deste adjuvante, foram capazes de induzir titulos de anticorpos IgG
semelhantes aos obtidos com o adjuvante de Freund. O outro foi o adjuvante Poly
(I:C), que ja se encontra em estudos clinicos de fase 1 (Okada et al., 2011; Sabatini
et al., 2012). Para isso, camundongos C57BL/6 foram imunizados com 3 doses da
proteina MSP119o-PADRE emulsificada em Quil A ou Poly (I:C). Os resultados obtidos
com o ensaio de proliferagdo com CFSE mostraram que o grupo de animais
imunizados com a proteina recombinante na presenca do adjuvante Poly (I:C),
apresentou proliferacdo especifica de células T CD4*, em resposta ao estimulo in
vitro com o MSP119-PADRE 0 que né&o foi observado no grupo imunizado com este
antigeno na presenca de Quil A. De fato, alguns trabalhos confirmam o potente
papel adjuvante do Poly(I:C) na promocéo da resposta imune celular. Trumpfheller e
colaboradores investigaram a proposta de uma formulacéo contendo a regido p24 da
proteina gag do virus HIV fusionada ao anticorpo contra a molécula DEC-205
expressa por células dendriticas (a-DEC-p24). O objetivo foi intensificar a resposta
celular utilizando como adjuvantes o Poly (I:C) em um protocolo de vacinagao do tipo

prime-boost homologo em camundongos C57BL/6 e BALB/c. Apos duas doses, foi
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observado uma resposta proliferativa intensa e duradoura de células TCD4* com
producdo de IFN-y, TNF-a e IL-2 ao re-estimulo com p24 detectada através de
citometria de fluxo (Trumpfheller et al., 2008). Outro estudo recentemente publicado
em primatas ndo humanos da espécie Macaca mullata demonstrou que a
formulag&o vacinal contendo a proteina gag do virus SIV emulsificada em Poly(l:C)
administrada como prime seguida de um boost com Adenovirus expressando a
mesma proteina foi capaz de gerar uma forte resposta de células TCD4* quando
comparado com 0s outros adjuvantes testados (Park et al., 2013).

Sendo assim, selecionamos o adjuvante Poly (I:C) para darmos continuidade
as imunizagBes experimentais com o objetivo de caracterizar a resposta imune
celular induzida pela co-administragdo dos antigenos recombinantes AMA1, MSP119-
PADRE e MSP3p. Os resultados obtidos com o ensaio de proliferagédo celular com
CFSE demonstraram que células T CD4* de camundongos C57BL/6 imunizados
com as proteinas isoladamente foram capazes de proliferar especificamente ao
estimulo in vitro com 0s respectivos antigenos recombinantes homologos, AMAL,
MSP119-PADRE. Porém o grupo imunizado com a co-administragdo n&o apresentou
proliferacé@o celular especifica aos estimulos in vitro, exceto quando estimulado com
o peptideo PADRE que foi capaz de induzir discreta proliferacdo de células T neste
grupo. Como o peptideo PADRE ¢é universal para células TCD4* (Alexander et al.,
1994), e ndo pertence ao parasito da malaria, € sensato dizer que nao foi detectada
resposta proliferativa pelo estimulo in vitro com nenhum dos antigenos
recombinantes no grupo imunizado pela combinacdo das 3 proteinas. Uma possivel

competicdo entre os 3 antigenos combinados deve ser considerada para a inibicao

76



Casale, P. O. A. 5. Discusséao

da resposta proliferativa de células T avaliada por um método mais especifico, como
0 ensaio com CFSE.

Analisando os resultados obtidos através do ensaio de ELISPOT,
observamos que o grupo que recebeu a co-administracdo das 3 proteinas produziu
IFN-y em resposta a todos os estimulos in vitro. Porém somente a quantificacdo de
IFN-y em resposta ao estimulo com a proteina AMA1l demostrou-se de maneira
especifica, sendo detectada nos grupos imunizados com AMAl e com a co-
administracdo dos 3 antigenos. Interessantemente, as proteinas MSP119, MSP119-
PADRE e MSP3p estimularam células produtoras de IFN-y em todos os grupos, com
a mesma intensidade de resposta, inclusive nos animais imunizados apenas com 0
adjuvante Poly (I:C). Isto pode estar relacionado com o sistema de expressao
desses antigenos. AMAL foi expressa de forma secretada em leveduras da espécie
P. pastoris, diminuindo a presenca de possiveis contaminantes. Ja as proteinas
MSP119, MSP119-PADRE e MSP3p, foram expressas em E. coli, sendo possivel
assim que contaminantes da propria bactéria, tenham interferido na especificidade
da resposta celular.

Em 2010, um estudo desenvolvido em primatas ndo humanos da espécie
Macaca mulatta, demonstrou, através de citometria de fluxo, que a proteina
recombinante PfCSP expressa em E. coli, quando administrada na presenca de Poly
(I:C) é também capaz de induzir a resposta de células T CD4* produtoras de
citocinas IL-2, TNF-a e IFN-y (Tewatri et al., 2010).

Outra estratégia bastante utilizada no desenvolvimento de vacinas de
subunidades é a concep¢do de proteinas quiméricas resultantes da fusdo de
antigenos potencialmente imunogénicos. Pesquisas recentes realizadas em nosso
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laborat6rio produziram uma proteina quimérica em leveduras da espécie P. pastoris,
baseada na fusdo dos antigenos AMA1 e MSP119 de P. vivax (AMA1-MSP119). Os
resultados preliminares da avaliacdo da imunogenicidade desta proteina
demostraram altos titulos de anticorpos em camundongos C57BL/6 e BALB/c
(Rocha et al., 2012). De maneira geral, nossos resultados obtidos com ELISPOT
mostraram que a imunizacdo com a proteina fusionada na presenca de Poly (I:C) foi
capaz de induzir células produtoras de IFN-y em resposta ao estimulo in vitro com
MSP119 e AMAL. Nossos resultados sdo compativeis com dados gerados a partir de
um estudo em P. falciparum onde produziu-se e avaliou-se a imunogenicidade de
uma proteina quimérica baseada na fusdo de AMAl e MSPlis. Os resultados
indicaram maior imunogenicidade da proteina de fusdo quando comparada com a
administracdo dos antigenos em combinacgédo (Faber et al., 2007).

Comparando-se o numero de spots formados entre 0os grupos imunizados
com AMA1-MSP1i19 e a co-administracdo de AMA1 e MSP119 ndo houve diferenca
estatisticamente significativa entre os dois grupos quando estimulados in vitro com
ambos os antigenos, na linhagem BALB/c. Porém, na linhagem C57BL/6, o0 grupo
imunizado com AMA1-MSP119 apresentou maior numero de células produtoras de
IFN-y em resposta ao estimulo in vitro com MSP119 e AMAL do que o grupo que
recebeu a co-administracdo dos antigenos. Isto demonstra que a fusdo de antigenos
imunogénicos também pode ser uma alternativa vantajosa no desenvolvimento de
vacinas de subunidade. Verificou-se também uma diminuicdo pela combinacdo dos
2 antigenos (AMA1 e MSP119) na producdo de IFN-y em resposta ao estimulo com
AMA1l em ambas as linhagens (p<0,001) quando comparada com a administracao

do antigeno isoladamente. Porém, na avaliagdo da combinacdo dos 3 antigenos
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(AMA1, MSP119-PADRE e MSP3pB) na presenca de Poly (I:C), ndo foi observado
esse efeito de diminuicdo da produgéo de IFN-y pelo grupo imunizado com a co-
administracdo em relacdo aos grupos imunizados com as proteinas recombinantes
isoladamente, ndo havendo diferenca estatisticamente entre os grupos (p>0,05).

Na literatura o numero de trabalhos com combinacbes de antigenos
imunogénicos ndo é muito grande. Porém alguns estudos pre-clinicos e clinicos
mostram resultados promissores na inducao da resposta imune utilizando-se esta
estratégia. Um estudo em camundongos, publicado em 2003, mostrou que
formulagbes vacinais combinando PcCAMAL1 e PcMSP142 com diferentes adjuvantes
induziram niveis elevados de protecdo contra infec¢des por P. chabaudi, gerando
niveis moderados de anticorpos IgG e mostrando-se bastante eficaz na diminuicdo
da parasitemia dos animais desafiados com o parasito (Burns et al., 2003). Genton
e colaboradores demonstraram em 2003 que a combinacdo de 3 proteinas
recombinantes de P. falciparum derivados de fortes candidatos a vacina, RESA,
MSP1, MSP2, administrados na presenca do adjuvante Montanide ISA 720, reduziu
em 62% a carga parasitaria em criancas (Genton et al., 2003). Varias outras
formulacdes vacinais utilizando a combinacdo de antigenos ou a fusdo destes
encontram-se em estudos clinicos (Ellis et al., 2012, Mamo et al., 2013). Nossos
dados gerados por ELISPOT demonstram que a combinag¢édo de antigenos de fase
sanguinea de P.vivax, assim como a fusdo séo estratégias interessantes na inducao
da resposta celular se considerarmos a vantagem de uma formulacdo vacinal
composta por varios antigenos imunogénicos.

A resposta imune humoral induzida pela mesma combinacdo dos antigenos

(AMA1, MSP11o-PADRE e MSP3p)administrada em camundongos C57BL/6 na
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presenca dos adjuvantes Quil A e Poly (I:C) foi avaliada recentemente em nosso
laboratorio. A co-administracdo dos 3 antigenos foi capaz de gerar altos titulos de
anticorpos IgG especificos contra cada uma das proteinas na presenca de ambos os
adjuvantes, evidenciando a vantagem em induzir resposta imune contra 3 antigenos
ao mesmo tempo utilizando-se uma unica formulacéo (Pereira, 2012).

No presente estudo observamos que houve diminuicdo na resposta de
anticorpo IgG pela combinacdo das 3 proteinas recombinantes emulsificadas em
AIF, contra AMAl1 e MSP119 (p<0,001, em ambos). Porém o mesmo efeito n&o foi
observado pela combinacdo emulsificada em Poly (I:C), o que pode ser considerada
uma vantagem na geragao da resposta imune. Interessantemente, Pereira observou
um efeito prejudicial da combinacédo das proteinas recombinantes emulsificadas em
Poly (I:C) na resposta de anticorpos contra AMAL1 (p<001) e MSP119 (p<0,001) em
BALB/c. Porém quando avaliou-se a linhagem C57BL/6, esse efeito ndo foi
visualizado e curiosamente, a resposta induzida pela co-administracédo favoreceu a
producdo de anticorpos contra MSP3B quando comparada com a proteina
administrada isoladamente (P<0,01). No mesmo trabalho, foi avaliada a co-
administracdo dos 3 antigenos na presenca de Quil A. Os resultados em
camundongos BALB/c mostraram diminuicdo da resposta de anticorpos apenas
contra MSP1lis (p<0,001) e em C57BL/6 ndo houve diferenga estatisticamente
significativa (p>0,05) (Pereira, 2012).

Nesse mesmo contexto, em seu estudo da capacidade de geracdo de
resposta humoral pela proteina quimérica, AMA-MSP119, Rocha, verificou que a
resposta de anticorpos contra a MSP1i19 foi comprometida pelo uso combinado da

mistura dos 2 antigenos (AMA1 e MSP119) administrados em camundongos BALB/c
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no mesmo adjuvante, sem interferir na resposta contra AMAL. Por outro lado, esse
efeito foi revertido pela imunizacdo com a proteina de fusdo (Rocha, 2012). Porém
nenhum desses efeitos foi observado na linhagem C57BL/6. Frente a esses
resultados, concluimos que a resposta humoral contra a proteina MSP119 pode ser
prejudicada quando feita a combinacéo deste antigeno com AMAL, e que esse efeito
€ dependente do background genético do camundongo. Portanto, nossos dados
demonstram que a utilizacdo de multiplos antigenos fusionados, ou co-

administrados, pode ser uma estratégia promissora de vacinacao contra a malaria.
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As proteinas recombinantes AMA1l, MSP1li19, MSP1l19-PADRE e MSP3p,
foram obtidas com sucesso, em bom nivel de pureza,

Dentre os ensaios utilizados para a avaliagdo da resposta celular dos
camundongos imunizados com a combinacdo dos trés antigenos, o ELISPOT foi o
gue mostrou-se mais sensivel;

Na presenca do adjuvante Poly (I:C), a imunizacdo com os trés antigenos
recombinantes, foi capaz de induzir a secrec¢do de IFN-y por células esplénicas de
camundongos C57BL/6 apds estimulo in vitro com as proteinas AMALl, MSP119 €
MSP119-PADRE de maneira semelhante aos antigenos administrados isoladamente.

A imunizacao de duas linhagens de camundongos (C57BL/6 e BALB/c), com
uma nova proteina recombinante quimérica AMA1-MSP119 foi capaz de induzir a
secrecdo de IFN-y por células esplénicas apés re-estimulacdo com as proteinas
AMA-1 e MSP11g;

Dentre os resultados obtidos, a resposta imune celular contra proteina AMA1
mostrou-se mais especifica possivelmente pelo fato de ter sido obtida a partir de
leveduras P. pastoris, apresentando menos contaminantes em comparacao as
proteinas MSP119-PADRE e MSP3p, expressas em E. coli.

Em conjunto, nossos dados demonstram que a utilizacdo de multiplos
antigenos fusionados, ou co-administrados, pode ser uma estratégia promissora de

vacinacao contra a malaria.
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