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RESUMO
ROMAGNOLI, A. Avaliacao das propriedades imunogénicas das Proteinas 3a e 33 da
Superficie do Merozoito de Plasmodium vivax. Dissertagdo de Mestrado. Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sao Paulo. Sao Paulo. p 92, 2011.

O avanco no desenvolvimento de uma vacina contra o Plasmodium vivax exige a
identificacdo de antigenos capazes de induzir uma resposta imune protetora contra a
malaria. O presente estudo avalia o potencial da proteina-3 da superficie de merozoitos
de P. vivax (PvMSP-3), como candidata a vacina. As proteinas recombinantes
representando a regido C-terminal da MSP-3a e diferentes regiées (N e C-terminal e
proteina inteira) da MSP-38 de P. vivax foram utilizadas como antigeno. A
imunogenicidade destas proteinas recombinantes foi avaliada em camundongos
BALB/c, utilizando adjuvantes agonistas de TLR (flagelina FIiC de Salmonella
Typhimurium e CpG ODN) ou adjuvantes convencionais, tais como hidréxido de
aluminio, saponinas, TiterMax Gold e adjuvante incompleto de Freund. Os titulos de
anticorpos 1gG foram determinados por ELISA utilizando soros de camundongos
coletados duas semanas apdés cada dose de imunizagdo. Nossos resultados
demonstraram que a MSP-3a e a MSP-33 foram capazes de induzir altos titulos de
anticorpos em camundongos na presenca de diferentes adjuvantes, incluindo agonistas
de TLR. Dentre as formulacbes testadas, aquelas contendo os adjuvantes CPG ODN
1826, Quil A, TiterMax e adjuvante incompleto de Freund foram mais imunogénicas e,
portanto, mais promissoras para 0s ensaios pré-clinicos em primatas ndo-humanos.
Usando camundongos TLR-4 KO, nés demonstramos que a proteina MSP-33 tem uma
propriedade adjuvante intrinseca que é independente do TLR4 e que a contaminagéo
por LPS na proteina purificada ndo desempenha qualquer papel no nosso sistema.

Palavras-chave: Plasmodium vivax. MSP-3. Vacina recombinante.

XV



ABSTRACT
ROMAGNOLI, A. Analysis of the immunogenic properties of Protein 3a and 3 of the
Merozoite Surface of Plasmodium vivax. Master thesis (Clinical and toxicological
analyses) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sao Paulo. S&o
Paulo. p 92, 2011.

The advance in the development of a vaccine against Plasmodium vivax requires
the identification of immunodominant antigens able to induce a protective immune
response against malaria. The present study evaluates the potential of the Merozoite
Surface Protein 3 of P. vivax (PvMSP-3) as vaccine candidate. Recombinant proteins
representing the C-terminal region of MSP-3a and different regions of MSP-33 (N and
C-terminal and full-length protein) of P. vivax were used as antigen. The immunogenicity
of these recombinants was evaluated in BALB/c mice using as adjuvant TLR agonists
(FIiC flagellin of Salmonella Typhimurium and CpG motif-containing DNA) or
conventional adjuvants such as Aluminum hidroxide, Saponins, TiterMax Gold and
Incomplete Freund's Adjuvant. The IgG antibodies were determined by ELISA in sera
from mice two weeks after each immunizing dose. Our results demonstrated that MSP-
3o and MSP-3p were able to induce high antibody titres in mice in the presence of
different adjuvants, including TLR agonists. Among the tested formulations, the
adjuvants CPG ODN 1826, Quil A, TiterMax and Incomplete Freund's Adjuvant were
more immunogenic, therefore more promising for pre-clinical trials in non-human
primates. Using TLR-4 KO mice, we demonstrated that the MSP-3p protein has an
intrinsic adjuvant property that is independent of TLR4 and that contaminating LPS in
the purified protein did not play any role in our system.

Key-words: Plasmodium vivax. MSP-3. Recombinant vaccine.
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I. INTRODUCAO




Introducéo

1. Epidemiologia da malaria

A malaria € um importante problema de saude publica em aproximadamente 100
paises, com quase metade da populacdo mundial em risco. Anualmente ocorrem de
250 a 500 milhdes de casos e 1 a 3 milhdes de pessoas morrem (WHO, 2010; revisto
por AREVALO-HERRERA; CHITNIS; HERRERA, 2010). Em areas de alta transmissao
de malaria, o 6nus da doenca € suportado pelas lactantes, criangas e jovens, enquanto
em areas de baixa transmissdo a infeccao primaria pode ocorrer em individuos mais
velhos, causando doenca grave (SCHOFIELD; GRAU, 2005).

Plasmodium falciparum é a principal espécie causadora de malaria, sendo
responsavel por alta mortalidade e morbidade, particularmente entre os jovens e
criancas que vivem na Africa subsariana (WHO, 2010). Por outro lado, Plasmodium
vivax é o parasito causador da malaria mais amplamente distribuido no mundo, o qual é
responsavel por 80-300 milhdes de casos clinicos por ano, incluindo doencga grave e
morte (revisto por MUELLER et al., 2009; AREVALO-HERRERA; CHITNIS; HERRERA,
2010; BASSAT; ALONSO, 2011).

O P. vivax exibe uma série de adaptagbes que permitem que este parasito exista
em condigdes ecolodgicas e climaticas variadas, desde o clima temperado, subtropical e
tropical (GUERRA; SNOW; HAY 2006). Mais de 90% dos casos de infec¢cao por P.
vivax ocorrem fora da Africa (WHO, 2008; YESHIWONDIM et al., 2009). Na india e
Sudeste Asiatico, aproximadamente metade de todos os casos de malaria sao
atribuidos ao P. vivax. A prevaléncia é ainda maior nas Américas Central e do Sul,
representando 70 a 80% dos casos, onde 225 milhdes de pessoas vivem em condi¢des

de risco (revisto por BROWN et al., 2009; revisto por AREVALO-HERRERA; CHITNIS;
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Introducéo

HERRERA, 2010). Na maior parte da Africa Ocidental e Central a malaria vivax é pouco
documentada, provavelmente devido a auséncia do grupo sanguineo Duffy negativo na
populacado nativa. No entanto, a transmissao da malaria por P. vivax foi recentemente
detectada em populacdes negativas para o grupo sanguineo Duffy do Quénia e da
regido Amazonica Brasileira (RYAN et al., 2006; CAVASINI et al., 2007a; CAVASINI et
al., 2007b).

A malaria ainda é um grande problema de saude publica no Brasil, com cerca de
306 mil casos registrados em 2009 (OLIVEIRA-FERREIRA et al., 2010). Embora o
principal vetor, o mosquito da espécie Anopheles darlingi esteja presente em cerca de
80% do pais, atualmente a incidéncia da malaria no Brasil é quase exclusivamente
(99,8% dos casos), restrita a regido da Bacia do Amazonas, onde uma série de fatores
combinados favorece a transmissdo da doenca e prejudica a utilizagdo de
procedimentos de controle convencionais (OLIVEIRA-FERREIRA et al., 2010). Nesta
regidao foram identificados 90 municipios como sendo de alto risco para a malaria, ou
seja, com um indice Parasitario Anual (IPA) igual ou maior a 50 casos por 1.000
habitantes. Essa Regido &€ composta pelos estados do Acre, Amazonas, Amapa,
Maranhdo, Mato Grosso, Para, Rondénia, Roraima e Tocantins (MINISTERIO DA
SAUDE, 2010). Em &reas ndo endémicas de malaria no Brasil, como S&o Paulo e Rio
de Janeiro, casos graves importados de infeccao séo relatados nos viajantes onde a

plaquetopenia é frequente (LOMAR et al., 2005).

2, Espécies causadoras da malaria no homem e seu ciclo de vida

Das quatro espécies de Plasmodium que transmitem a malaria ao homem, trés

encontram-se no Brasil: P. vivax que é a espécie de maior prevaléncia, responsavel por
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83,7% dos casos registrados em 2009, P. falciparum responsavel por 16,3% dos casos

e Plasmodium malariae que € raramente observado (OLIVEIRA-FERREIRA et al., 2010).

A malaria € causada por protozoarios que pertencem ao filo Apicomplexa, familia
Plasmodiidae do género Plasmodium. Estes parasitos tém um ciclo de vida complexo
com uma fase sexuada que ocorre na fémea do mosquito do género Anopheles e trés
etapas de reproducéo assexuada, sendo uma no hospedeiro invertebrado e as outras
duas etapas no hospedeiro vertebrado.

A transmissdo da malaria acontece através da picada da fémea do mosquito
infectada pelo Plasmodium. Os esporozoitos, formas infectantes do parasito, sdo
inoculados na pele do homem sadio através da saliva da fémea anofelina infectante.
Das cerca de 400 espécies de Anopheles em todo o mundo, cerca de 60 s&o vetores da
malaria. Mais de 100 espécies de Plasmodium podem infectar numerosas espécies
animais, tais como répteis, aves e mamiferos, mas apenas quatro espécies de
Plasmodium podem infectar o homem em condi¢des naturais: P. falciparum, P. vivax, P.
ovale e P. malariae. Estas quatro espécies diferem ndo sé morfologicamente, mas
também biologicamente (revisto por TUJERA, 2007).

Estudos recentes relatam a existéncia de uma quinta espécie de Plasmodium que
pode infectar o homem. Plasmodium knowlesi, uma espécie conhecida por infectar
macacos Rhesus (Macaca mulatta), vem sendo diagnosticado no sudeste da Asia
(regido de Bornéu malaio se estendendo até a peninsula da Malasia). Até recentemente
essa espécie de Plasmodium vinha sendo diagnosticada erroneamente como P.
malariae (SINGH et al., 2004; WHITE, 2008; COX-SINGH et al., 2008).

Das espécies capazes de infectar o homem, duas, P. vivax e P. ovale, apresentam

uma forma dormente do parasito no figado, os hipnozoitos. Estas formas podem
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Introducéo

permanecer em estado de laténcia por periodos que variam de 1 més a 2 anos. Nestes
casos, que recebem a denominacéo de recaidas, a pessoa infectada volta a apresentar
a doencga por uma ou mais vezes apds o tratamento inicial, mesmo que n&o tenha
freqientado areas com transmissao, devido a reativacdo dos hipnozoitos. Os
mecanismos envolvidos no desencadeamento desta reativagdo ainda nao foram
esclarecidos (BELL et al., 2009).

O ciclo de vida do parasito da malaria € mostrado na Figura 1 e pode ser dividido
em varias etapas, comegando com a entrada de esporozoitos na derme do hospedeiro
vertebrado. Estudos recentes utilizando parasitos das espécies de roedores
(Plasmodium yoelii e Plasmodium berghei) indicam que, grande parte dos esporozoitos
infectantes permanece no local da picada durante horas, com liberagdo lenta na
circulacdo (YAMAUCHI et al., 2007). Aproximadamente 50% dos esporozoitos deixam a
derme, de maneira que dentre estes, 70% atingem os vasos sanglineos dirigindo-se
para o figado, invadindo hepatocitos, enquanto os 30% restantes invadem os vasos
linfaticos. Estes esporozoitos que sao levados através dos vasos linfaticos apresentam
um movimento de deslizamento Ilateral, sendo detectados posteriormente nos
linfonodos, onde entram em contato com células do sistema imune, e apenas uma
pequena porcentagem se desenvolve na forma exo-eritrocitica (AMINO et al., 2006).

Na corrente sanglinea, os esporozoitos chegam ao figado e penetram nas células
hepaticas (hepatécitos), onde permanecem por 9-16 dias e sofrem replicacéo
assexuada conhecida como esquizogonia pré-eritrocitica ou exo-eritrocitica. O
mecanismo de invasdo dos hepatdcitos ainda ndo esta bem compreendido, mas
estudos mostraram que esporozoitos migram através dos hepatdcitos dos mamiferos

hospedeiros (revisto por TUJERA, 2007). Cada esporozoito da origem a milhares de
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merozoitos dentro do hepatdcito e cada merozoito pode invadir uma célula vermelha do
sangue. Em um estudo interessante, também usando P. berghei, foi demonstrado que
os parasitos que saem do figado sdo capazes de manipular células do hospedeiro para
garantir a sobrevivéncia dos merozoitos na corrente sanguinea (STURM et al., 2006).
Organelas denominadas de merossomos parecem agir como transporte que garantem a
protecdo dos parasitos do sistema imunoldégico do hospedeiro e a liberagdo de
merozoitos viaveis diretamente na circulagdo sanguinea (STURM et al., 2006). O tempo
necessario para completar essa fase varia de acordo com a espécie infectante, (8-25
dias para P. falciparum, 8-27 dias para P. vivax, 9-17 dias para P. ovale e 15-30 dias
para P. malariae), e este intervalo € chamado de periodo pré-patente.

Merozoitos entram nas hemacias por um processo complexo de invasao, que pode
ser dividido em quatro fases: (a) inicial, reconhecimento e fixacdo reversivel do
merozoito a membrana eritrocitaria; (b) reorientacdo e liberacdo de substancias das
roptrias e micronema; (c) invaginagédo da membrana do eritrocito em torno do merozoito
acompanhada pela remocdo do revestimento da superficie de merozoitos e (d)
formacao do vacuolo parasitario, apés a invasdo do merozoito (revisto por TUJERA,
2007).

A divisdo assexuada sanguinea ocorre no interior do eritrocito e os parasitos se
desenvolvem em diferentes estagios. E importante ressaltar que, ao contrario do P.
falciparum, que invade eritrécitos de todas as idades, o P. vivax infecta e se multiplica
exclusivamente em eritrocitos jovens (reticuldcitos). O final desta fase € marcado por
multiplas divisdes nucleares resultando na formagao dos esquizontes. Cada esquizonte
maduro contém cerca de 20 merozoitos e estes séo liberados apés a lise dos gldbulos

vermelhos para invadir mais hemacias. Este estagio coincide com a elevacéo da

6



Introducéo

temperatura corporal durante a progresséo da doenca. Este ciclo repetitivo de invasao
intra-eritrocitica, liberagdo e multiplicacdo continua, tém cerca de 48 horas em P.
falciparum, P. ovale e P. vivax e 72 horas para P. malariae. O conteudo das células
vermelhas do sangue infectadas que ¢ liberado apds a sua lise estimula a produgéo de
algumas citocinas (TNF-a, IL-12 e IFN-y), que sdo responsaveis pelas manifestacoes
clinicas caracteristicas da doenca (WU et al., 2010).

O sequénciamento do genoma do P. falciparum, concluido em 2002, indica que
varias moléculas envolvidas na invasdo sdo membros de numerosas familias de
proteinas (BOWMAN et al., 1999; GARDNER et al., 2002). Proteinas de superficie de
merozoitos (MSP) de 1 a 4 s&o importantes proteinas integrais da membrana que estao
envolvidas no reconhecimento inicial dos eritrocitos e é provavel que sejam importantes
para a invasao, porque os anticorpos contra estas proteinas podem bloquear este
processo (revisto por TUJERA, 2007).

Uma pequena porcdo dos merozoitos nos glébulos vermelhos eventualmente
diferencia-se para produzir micro e macrogametocitos (masculino e feminino,
respectivamente). Estes gametécitos sdo essenciais para a continuidade do ciclo no
hospedeiro invertebrado.

Em geral, um numero variavel de ciclos de esquizogonia eritrocitica assexuada
ocorre antes de qualquer gametécito ser produzido. Em P. falciparum, a esquizogonia
leva 48 horas e a gametocitogénese leva 10-12 dias. Os gametécitos aparecem no
quinto dia de ataque primario em infec¢des por P. vivax e P. ovale e, posteriormente,
tornam-se mais numerosos. Para P. malariae eles aparecem em 5-23 dias apdés um

ataque primario. O mosquito ao realizar seu repasto sanguineo em um individuo
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infectado pode ingerir esses gametdcitos. No vetor, somente os gametocitos serao
capazes de evoluir, dando origem ao ciclo sexuado ou esporogonico. O gametécito
masculino, por um processo denominado exflagelacdo, da origem a oito microgametas
e 0 gametdcito feminino transforma-se em macrogameta. Cada microgameta fecundara
um macrogameta, formando o ovo ou o zigoto que € mével e atravessa a parede do
intestino médio, encistando-se na camada epitelial do 6rgdo, passando a ser
denominado oocisto. Inicia-se entdo o processo de divisdo esporogbnica e, apos a
ruptura da parede do oocisto, os esporozoitos infectantes sdo encontrados nas
glandulas salivares cerca de 10-18 dias depois. Posteriormente, o mosquito permanece
infectante por 1-2 meses. Quando a fémea do Anopheles infectada inocula
esporozoitos na corrente sanguinea do hospedeiro vertebrado durante novo repasto
sanguineo, o ciclo de vida do parasito reinicia-se (revisto por TUJERA, 2007).
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Figura 1. Ciclo de vida das espécies de Plasmodium causadoras de malaria no homem.
Adaptado do site www.scielo.br/scielo.php?pid=S0100-4042200800. (Acessado em 19 de abril
de 2010).
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3. Estagio atual das pesquisas em vacinagao contra o P. vivax: antigenos,

testes pré-clinicos e clinicos

Os esforgos nas pesquisas e desenvolvimento de vacinas contra a malaria tiveram
inicio nos anos 1980 e tém sido quase que exclusivamente focados em P. falciparum
(WHO, 2008). Nos ultimos anos, foram publicados varios ensaios de fase Il de
vacinagéo contra a malaria falciparum, utilizando antigenos sintéticos ou recombinantes
baseados em proteinas do parasito. Esses antigenos, se utilizados em uma vacina,
poderiam induzir mecanismos capazes de diminuir ou mesmo bloquear os efeitos do
parasito e da doenga no homem (revisto por REED et al., 2009).

Atualmente, mais de 70 formulagdes de vacina para o P. falciparum estdo
disponiveis e 23 destas encontram-se em fase clinica (revisto por REED et al., 2009).
Ao contrario, apenas 2 candidatos a uma vacina contra P. vivax foram testados no
homem, a proteina do circunsporozoito (CSP) e a proteina de superficie 25 de P. vivax
(Pvs25) e um modesto numero de candidatos a uma vacina estdo em testes pré-clinicos
(HERRERA et al., 2005; MALKIN et al., 2005; BELL et al., 2009; MOON et al., 2010).
Na maioria das areas endémicas as duas espécies coexistem (P. falciparum e P. vivax),
por isso, € compreensivel tanto investimento para P. falciparum e atrasos na
identificacdo de antigenos e desenvolvimento de vacinas de subunidades contra o P.
vivax (HERRERA; CORRADIN; AREVALO-HERRERA, 2007).

Acredita-se que uma vacina combinada contra a malaria seja mais eficaz do que
as vacinas baseadas em um unico antigeno. Com isso, varias tentativas estdo sendo
feitas para desenvolver uma vacina usando uma mistura de mais de um antigeno

(MAZUMDAR et al., 2010). Deve ser lembrado que o P. falciparum e o P. vivax séo
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espécies evolutivamente muito distantes e que a vacinagdo com antigenos de uma
espécie provavelmente ndo forneca protecdo contra a outra espécie (GALINSKI;
BARNWELL, 2008).

O desenvolvimento de uma vacina contra P. vivax tem sido um grande desafio,
devido aos financiamentos limitados para pesquisa e dificuldades técnicas, como a
auséncia de um eficiente e continuo sistema de cultura do parasito in vitro. Entretanto,
progressos importantes tém sido alcangados na identificagcdo e caracterizacao de
diferentes antigenos de P. vivax (HERRERA; CORRADIN; AREVALO-HERRERA,
2007). Na auséncia de cultivo in vitro, as unicas fontes de material disponiveis para
investigar diretamente a genética, a biologia, o metabolismo, a imunidade e a patologia
do P. vivax sao pessoas e macacos infectados (GALINSKI; BARNWELL, 2008). Os
mais importantes antigenos, candidatos a comporem uma vacina, estédo apresentados

na tabela 1.
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Tabela 1 - Sumario das pesquisas com antigenos de P. vivax candidatos a vacina (tabela
adaptada da revisio de HERRERA; CORRADIN; AREVALO-HERRERA, 2007).

Estagio do . . ) Testes pré-clinicos  Testes pré-clinicos Testes clinicos
. Antigeno Tipo Pesquisa .
parasito em roedores em primatas Fase 1
CSP-N LSP Sim Sim Sim Sim
Pré-eritrogitico CSP-R LSP Sim Sim Sim Sim
CSP-C LSP Sim Sim Sim Sim
SSP2/TRAP LSP Sim Nao N&o Nao
_ REC Sim Sim Sim N&o
s MSP-1 (19/42) REC Sim Sim Sim Néao
Eritrocitico MSP-1(200L) T I Ir &
REC Néao Sim Néo Néao
(assexuado) MSP-9 REG Si . : -
DBP-R-II im Sim Sim N&o
AMA-1 REC Sim Nao Sim N&o
Eritrocitico Pvs25 REC Sim Néo Sim Sim
(sexuado) Pvs28 REC Sim Néo Sim Néao
S CSP, SSP2, . = . ~
Combinacéo AMA-1, MSP_1 DNA Sim Néo Sim Néao

CSP = Circumsporozoite Protein; DBP = Duffy Binding Protein; LSP = Long Synthetic Peptides;
SSP2/TRAP = Sporozoite Surface Protein 2/Thrombospondin Related Adhesive Protein; AMA-1
= Apical Membrane Antigen 1; Rec = Recombinant protein; MSP-1 = Merozoite Surface Protein
1; Pvs25 = P. vivax Surface Protein 25; MSP-9 = Merozoite Surface Protein 9; Pvs28= P. vivax
Surface Protein 28.

Mais investimentos e um maior esforgco para o desenvolvimento de uma vacina
contra o P. vivax sao necessarios. Principalmente devido a ampla distribuicdo
geografica desse parasito, aumento da resisténcia as drogas e observagbes recentes
de casos graves e letais de malaria vivax (KRISTOFF, 2007). Para melhor
compreensdo sobre a imunidade na malaria, ensaios utilizando a tecnologia do DNA
recombinante de Plasmodium, permitram a obtencdo de diversas proteinas
recombinantes, as quais estdo sendo utilizadas em estudos imuno-epidemioldgicos e
imunizagdes experimentais, visando uma melhor compreensao da resposta imune e o
desenvolvimento de uma vacina contra o P. vivax (AREVALO-HERRERA; HERRERA,
2001; revisto por HERRERA; CORRADIN; AREVALO-HERRERA, 2007). Além disso, a

finalizagdo do projeto genoma de P. vivax (CARLTON et al., 2008), permitira avancos
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na area protedmica visando a caracterizagdo de novos antigenos e o estudo de suas

fungdes biologicas.

O parasito da malaria passa por diferentes estagios no homem, com isso
diferentes antigenos séo apresentados para o sistema imune gerando uma resposta
distinta para cada um desses estagios. Com base nisso, diferentes estratégias de
imunizagdo estao sendo estudadas: (i) vacina contra os estagios pré-eritrociticos, cujo
objetivo é impedir a entrada de esporozoitos nos hepatdcitos e, assim, inibir o
desenvolvimento dos esquizontes nos tecidos (CLYDE, 1990). (ii) vacinas contra os
estagios eritrociticos, com a finalidade de reduzir a sintomatologia da malaria e formas
graves da doenca. (iii) vacinas contra os gametdcitos, bloqueadoras de transmisséo,
que impediriam a propagacéao do parasito entre os seres humanos (TSUBOI et al., 2003;

revisto por AREVALO-HERRERA; CHITNIS; HERRERA, 2010).

Os antigenos estudados nesse projeto fazem parte dos estagios eritrociticos, que
sdo responsaveis pela patogénese da malaria. Tentativas de bloquear o
desenvolvimento do parasito nesta fase através da vacinagao seria uma probabilidade
de reduzir os sintomas clinicos da malaria. Como interface principal entre o hospedeiro
e 0 patégeno, a superficie de merozoitos € um alvo 6bvio para o desenvolvimento de
uma vacina contra a malaria. Uma série de candidatos potenciais a vacina identificados
até o momento estdo localizados ou associados com a superficie do merozoito ou com
a organela apical (Figura 2) (RICHARDS; BEESON, 2009). Estes incluem Proteina 1 da
Superficie do Merozoito (MSP-1), os membros da familia da Proteina 3 da Superficie do
Merozoito (MSP-3), e o Antigeno 1 de Membrana Apical (AMA-1), que estdo implicadas

no processo de invasao dos eritrécitos (MAHANTY; SAUL; MILLER, 2003; GALINSKI,
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BARWELL, 2008; MAZUMDAR et al., 2010). Além dos ja acima citados, muitos outros
antigenos como “Reticulocyte Binding Proteins” (RBPs), “Duffy Binding Protein” (DBP) e
Proteina 9 da Superficie do Merozoito (MSP-9) estdo entre os antigenos estudados da

fase pre-clinica (TEMPLETON; KASLOW, 1997; VARGAS-SERRATO et al., 2002).

Antigeno 1 de Membrana Apical
(AMA-1), “Duffy Binding Protein”

Apice DBP).
Micronemas ( )
Roptrias . i
P _ Superficie do Merozoito I Proteinas da Superficie
do Merozoito: MSP1,
3,4,5e09.
Apicoplasto Granulos densos
Mitocondria

Nucleo

Figura 2. Estrutura do merozoito e seus principais antigenos. Figura adaptada (RICHARDS;
BEESON, 2009).

Anticorpos tém um papel importante na protecéo através de varios mecanismos,
incluindo inibicdo da invasdo do parasito (HERRERA; CORRADIN; AREVALO-
HERRERA, 2007). Antigenos da fase assexuada do sangue podem induzir a liberagcao
de citocinas (por exemplo, IFN-y) que possivelmente contribuam para a imunidade
protetora (HERRERA et al., 1992). Portanto, as vacinas destinadas aos estagios
sangulineos assexuados devem ser capazes de induzir anticorpos e citocinas. Dos
varios antigenos de parasitos assexuados de P. vivax que foram identificados e
caracterizados imunologicamente, os que recebem mais atencéo séo a Proteina 1 da
Superficie do Merozoito (MSP-1), a “Duffy Binding Protein” (DBP) e o Antigeno 1 de
Membrana Apical (AMA-1) (FREEMAN; HOLDER, 1983; FANG et al., 1991; HODDER

et al., 1996).
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Um dos critérios para priorizar objetivamente antigenos de merozoitos para o
desenvolvimento de vacina contra a malaria é a demonstragdo de que anticorpos
naturalmente adquiridos estdo associados a protecdo contra a malaria (BARNWELL;
GALINSKI, 1995). Na tabela 2 estdo apresentados os principais antigenos de

merozoitos descritos até o presente momento.

Tabela 2 — Sumario dos principais antigenos de merozoitos de P. vivax.

Antigenos de Tamanho

Merozoitos kDa Referéncia
AMA-1 66 NARUM; THOMAS, 1994
DBP 140 FANG et al., 1991
MSP-1 200 DEL PORTILLO et al., 1991
MSP-3p3 104 GALINSKI et al., 2001
MSP-3a 150 GALINSKI et al., 1999
MSP-4 62 BLACK et al., 2002
MSP-5 86 BLACK et al., 2002
MSP-9 185 BARNWELL et al., 1999
4. Familia das Proteinas 3 da Superficie do Merozoito: énfase na PvMSP-3

4.1. Estrutura, funcao e polimorfismo

Ha mais de 10 anos foram identificadas mais trés proteinas da superficie do
merozoito de P. vivax que foram denominadas Proteina 3a da Superficie do Merozoito
(MSP-3a) (GALINSKI et al., 1999), MSP-33 e MSP-3y (GALINSKI et al., 2001). Estas
proteinas estdo associadas a membrana, entretanto n&do apresentam uma regiéo
transmembrana e nem ancora de GPI. Essa familia de proteinas possui caracteristicas

antigénicas distintas (GALINSKI; BARNWELL, 2008).
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A cepa Salvador | do projeto genoma revelou onze genes codificando a MSP-3 de
P. vivax com caracteristicas semelhantes distribuidos em um unico locus (CARLTON et
al., 2008; GALINSKI; BARNWELL, 2008). Todos os onze genes codificam proteinas
que compartilham as mesmas caracteristicas estruturais e um dominio central rico em
alanina com repeticdes “heptad” formando “coiled-coil” do tipo estrutura terciaria
(GALINSKI et al., 1999, 2001).

A estrutura primaria deduzida a partir do gene clonado da MSP-3a (cepa Belém)
indica que esta proteina € constituida de 845 aminoacidos e tem um peso molecular
aparente de 150 KDa. O dominio central desta proteina é rico em alaninas (31%) que
estdo organizadas como motivos “heptads” (GALINSKI et al., 1999). Estas alaninas
preenchem preferencialmente as posicoes 1 e 4. As posicoes 5 e 7 sao
preferencialmente preenchidas por aminoacidos carregados. Este tipo de estrutura
primaria favorece estruturas terciarias do tipo a-hélices e “coiled-coil”. Estruturas do tipo
“coiled-coil” por sua vez favorecem as interagdes proteina-proteina que podem levar a
formacao de estruturas quaternarias homologas ou heterélogas do tipo dimeros,
trimeros ou tetrameros. Estudos realizados recentemente em nosso laboratério sobre a
caracterizacédo preliminar da composicao da estrutura secundaria das proteinas
recombinantes derivadas da MSP-3a por dicroismo circular (DC) confirmaram a
predi¢cdo para a formagéo de estrutura a-hélice (JIMENEZ et al., 2008).

Foi demonstrado que o gene que codifica a proteina MSP-3a € altamente
polimérfico apresentando regides de insercéo e delegcéo entre diferentes isolados de P.
vivax. A natureza polimorfica da MSP-3a a torna um marcador ideal para distinguir
diferentes infecgbes em estudos epidemiolégicos (BRUCE et al., 1999; RAYNER et al.,

2002; CRISTIANO et al.,, 2008; ARESHA et al., 2008). Apesar do alto grau de
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polimorfismo, a regido C-terminal se mantém conservada, possuindo subdominios
envolvidos em dois blocos (Bloco I: porgdo N-terminal polimérfica e Bloco Il: regiao C-
terminal de menor variabilidade). Em ambos subdominios definidos, ha uma alta
probabilidade (quase 100%) para formacao de estrutura do tipo “coiled-coil” (Figura 3) .
Dentre as proteinas de P. vivax, a MSP-3a esta estruturalmente relacionada com as

proteinas MSP-33 e MSP-3y (GALINSKI et al., 2001).

“coiled —coil”

Bloco | Bloco Il

Figura 3. Representagao esquematica da proteina MSP-3a de P. vivax. As regibes com alta

predicao para formacao de “coiled-coil” estdo destacadas em preto (adaptado de RAYNER et al.,

2002).

A MSP-3p esta também localizada na membrana de merozoitos de P. vivax. Como
no caso da MSP-3a, 23% dos aminoacidos que compde o dominio central desta
proteina & constituido por alaninas que estdo organizadas como motivos “heptads”.
Estas proteinas possuem um total de cinco regides promissoras para a formacéo
“coiled-coil” (GALINSKI et al., 2001). Apesar do gene que codifica a proteina MSP-33
ser altamente polimérfico em isolados naturais de P. vivax, certas propriedades fisicas
da proteina sdo mantidas, particularmente a habilidade para formagdo da estrutura
terciaria em “coiled-coil’. Estes dados sugerem que a manutencdo destes dominios
estruturais deve ser importante do ponto de vista funcional da proteina (RAYNER et al.,

2004).
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A proteina MSP-3 de P. falciparum (PMSP-3) apresenta similaridades com as
proteinas da familia MSP-3 de P. vivax em relagdo a formacao de um dominio com alta
predicéo para a formacgéo de “coiled-coil”. A PAMSP-3 apresenta 3 diferentes dominios:
um dominio central formado por repeticbes imperfeitas de “heptads” de alanina, uma
segunda regido central rica em residuos de glutamato e um dominio C-terminal de ziper
de leucina. Através de estudos biofisicos foi demonstrado que a proteina de P.
falciparum se processa em uma estrutura altamente estendida e oligomérica possuindo
47% de a-hélice e 31% de estrutura randdomica (BURGESS; SCHUCK; GARBOCZI,

2005).

4.2. Propriedades imunogénicas

A maioria dos estudos focando a imunogenicidade da MSP-3 tem sido feito em P.
falciparum. Diferentes grupos vém desenvolvendo imunizagdes experimentais
(camundongos e macacos) com proteinas (nativas ou recombinantes) ou peptideos
sintéticos baseados na PMSP-3, conforme apresentado na tabela 3. As primeiras
imunizagdes foram feitas em camundongos utilizando proteina nativa (BADELL et al.,
2000). Posteriormente, a imunizacdo de primatas (Aotus nancymai) com LSP
(LongSynthetic Peptides) levou a protegéo contra a infec¢do (HISAEDA et al., 2002).

Ja foram realizados experimentos em primatas (Saimiri sciureus) para verificar a
imunogenicidade e a eficacia protetora de diferentes formulagdes antigeno-adjuvante. A
proteina PMSP-3 em Montanide ISA 720 foi capaz de induzir prote¢do nos macacos
imunizados. Os dados sao indicativos que a MSP-3 pode induzir imunidade protetora

contra uma infeccdo experimental de P. falciparum, utilizando adjuvantes que sejam
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aceitaveis para uso humano e isto devera desencadear estudos com esses antigenos
(CARVALHO et al., 2005).

Estudos subsequentes mostraram que imunizagbes de camundongos com a
proteina recombinante PMSP-3 emulsificada em Hidroxido de Aluminio (Alum) e

Montanide ISA 720 induziram anticorpos especificos (POLLEY et al., 2007).

Tabela 3 - Sumario de imunizagoes experimentais baseadas em MSP-3 de P. falciparum.

18

Espécie Tipo de Sistema de Resultado Referéncia
antigeno expressao
P. camundongo Proteina Protecao contra BADELL
falciparum nativa a infeccao et al., 2000
P. LSP* Levedura Protecao contra HISAEDA
falciparum (Saccharomyces a infeccao et al., 2002
cerevisiae)
P. Proteina Bactéria Protecao contra CARVALHO
falciparum recombinante (Lactococcus a infeccao et al., 2005
lactis)
P. camundongo LSP* Levedura Anticorpos DRUILHE
falciparum (Saccharomyces capazes de et al., 2005
cerevisiae) inibir a invasao
de eritrécitos
P. camundongo Proteina Bactéria Imunogénica POLLEY
falciparum recombinante (Escherichia coli) et al., 2007
P. LSP* Levedura Protecao contra PERLAZA
falciparum (Saccharomyces a infeccéo et al., 2008
cerevisiae)
P. Proteina Bactéria Protecao contra TSAI
falciparum recombinante (Escherichia coli) a infecgéo et al., 2009

*LongSynthetic Peptides

A PMMSP-3 é considerada candidata a vacina contra a fase sanguinea e testes
clinicos estdo em andamento na Africa (AUDRAN et al., 2005; SIRIMA et al., 2007).
Pesquisas recentes com a proteina MSPFu24, que é a fusdo da MSP149com a regido
conservada de 11 kDa da MSP-3 (MSP-311) de P. falciparum demonstraram que essa

proteina quimérica é altamente imunogénica em camundongos e coelhos e os dados
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obtidos sugerem que a mesma possui potencial para ser uma candidata a vacina contra
a malaria (MAZUMDAR et al., 2010). Estudos de imuniza¢des clinicas baseadas em
MSP-3 de P. falciparum estdo apresentados na tabela 4.

Tabela 4 - Estudos de imunizagées clinicas baseadas em MSP-3 de P. falciparum.

Fase Proteina Adjuvante Resultado Referéncia

1 PMSP3451.276 Hidroxido de  Segura e imunogénica AUDRAN
aluminio* e quando administrada et al., 2005;

Montanide com Hidroxido de DRUILHE

ISA 720 aluminio e reatogénica et al., 2005

com Montanide ISA 720
1a PfGMZ2 Hidroxido de  Segura e imunogénica ESEN

(proteina de fuséo glutamate-rich aluminio® et al., 2009

protein GLU RP27_500 e
MSP3212.380)

1b PMMSP 3156276 Hidroxido de  Segura e imunogénica NEBIE
aluminio* et al., 2009
1b PMSP354.249 Hidroxido de  Segura e imunogénica LUSINGU
aluminio* etal., 2009
* Alum

No que se refere a PvMSP-3, ha alguns anos, a imunizagdo de macacos Saimiri
boliviensis com dois produtos da familia MSP-3 de P. vivax (PvMSP-3a e PvMSP-33),
expressos em E. coli e utilizando adjuvante completo de Freund (ACF) induziu forte
resposta de anticorpos, determinadas por imunofluorescéncia indireta e ELISA (titulos >
10°). Além disso, as MSP-3a e B foram capazes de induzir um modesto nivel de
protecao através da reducdo do pico de parasitemia de 60 e 70%, respectivamente.
Posteriormente, a imunizagcdo de Saimiri boliviensis com a proteina recombinante
PvMSP-3a expressa em E. coli formulada em Montanide ISA-720 ndo conferiu
nenhuma protecdo. Considerando-se o numero de genes que codificam a MSP-3
potencialmente expressos em merozoitos de P. vivax e a diversidade alélica

demonstrada por esta familia de antigenos, os dados de imunizagao sugerem que uma
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das onze proteinas da MSP3 pode ser mais expressa em relagdo as outras (GALINSKI;
BARNWELL, 2008).

Com o objetivo de caracterizar a resposta imune naturalmente adquirida contra
proteinas de merozoitos de P. vivax, 0 nosso grupo produziu previamente quatro
proteinas recombinantes baseadas na MSP-3a (C-terminal) e MSP-3p (N e C-terminal,
proteina inteira) (JIMENEZ et al., 2008). Todas as proteinas recombinantes foram
geradas a partir do vetor pET-28a em fusdo com calda de histidina (his-tag). Estas
proteinas recombinantes foram comparadas quanto ao reconhecimento por anticorpos
IgG de individuos de areas endémicas de malaria do estado do Para. A freqiéncia de
individuos que apresentaram anticorpos IgG durante a infeccédo patente contra pelo
menos uma das proteinas recombinantes representando a MSP-3a e MSP-3p foi de
68,2% e 79,1%, respectivamente (JIMENEZ, 2007). No geral, as frequéncias de
individuos que apresentaram anticorpos contra as proteinas MSP-3a e MSP-3p
variaram entre 26,4% para MSP-33 (FP-1) a 68,2% para MSP-3a (FP-1).
Recentemente, em areas endémicas de malaria da Regido Amazodnica Brasileira a
proteina MSP-3a foi comparada quanto ao reconhecimento por anticorpos IgG, onde a
frequéncia de individuos que apresentaram anticorpos IgG durante a infeccao patente
contra a MSP-3a foi de 59,8% (MOURAO et al., 2010). Estes estudos confirmaram
dados prévios que as MSP-3 sao imunogénicas em infecgcdes naturais (CUNHA, 2001;
JIMENEZ, 2007). Em conjunto, nossos resultados prévios sugerem que proteinas
recombinantes baseadas na MSP-3a. e MSP-33 podem ser exploradas em estudos de

indugdo de imunidade protetora contra a malaria vivax em primatas ndo humanos.
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5. Uso de adjuvantes em vacinas recombinantes

O termo adjuvante deriva do latim adjuvare, que significa ajudar ou adicionar (COX;
COULTER, 1997). Adjuvantes sao moléculas, componentes ou macromoléculas
complexas que aumentam a poténcia e a longevidade de uma resposta imune
especifica a um antigeno (WACK; RAPPUOLI, 2005). A adi¢do de adjuvantes a vacinas
aumenta, prolonga e direciona a resposta imune aos antigenos. Dessa forma, o uso de
adjuvantes modula a resposta imune e reduz a quantidade de antigeno ou o numero de
imunizagdes necessarias, gerando uma vacina mais efetiva (KENNEY; EDELMAN,
2003; revisto por COFFMAN; SHER; SEDER, 2010). Adjuvantes possuem uma eficacia
dependente de uma apropriada formulagdo, contudo, ambos, componentes e
formulagdo, do adjuvante (ex. 6leo em agua, tamanho de particula, etc.), sdo cruciais
para o aumento da poténcia de uma vacina (revisto por REED et al., 2009).

Os adjuvantes podem ser classificados de acordo com a sua propriedade fisico-
quimica, origem, e seus mecanismos de acao. A classificacdo mais aceita atualmente é
com base em seus mecanismos dominantes de ag¢ao. Assim os adjuvantes podem ser
divididos em imunoestimulatérios (potenciadores imunes) ou baseados em um sistema
de fornecimento de antigeno (“Adjuvant Delivery System”), os quais serao abordados a

sequir:

Imunoestimulatérios (Tabela 5): agem diretamente no sistema imune para
aumentar a resposta aos antigenos. Incluem exemplos como: ligantes de Toll like

receptor (TLR), citocinas, saponinas e exotoxina de bactérias;

Sistema de fornecimento de antigenos (Tabela 6): apresentam antigenos para o

sistema imune, incluindo liberagcdo controlada e sistema de entrega (“Depot Delivery
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Systems”), para aumentar a resposta imune especifica a um determinado antigeno.
Incluem como exemplo: sais minerais, emulsdes, lipossomos, virossomos, microesferas
de polimeros biodegradaveis e complexos imune-estimulantes (ex. ISCOM,

ISCOMATRIX™) (revisto por REED et al., 2009).

Tabela 5 - Resposta imune induzida por adjuvantes imunoestimulatérios
(tabela adaptada da reviséo de REED et al., 2009).

Imunoestimulatérios Interagéo celular Tipo de resposta imune

ACF (micobactéria) TLR-2 Th1, Ac* e **NK
CpG-ODN (DNA) TLR-9 Th1, **CTL, Ac e NK
Quil A (saponina) Processamento de antigeno Th1, CTL, Ac

Flagelina (Salmonella
typhimurium) — (FIiC)
*Ac (anticorpos), **CTL (Linfécitos T Citotoxicos), ***NK (Natural Killer Cells).

TLR-5 Th2

Tabela 6 - Resposta imune induzida por sistemas de fornecimentos de antigenos
(tabela adaptada da revisdo de REED et al., 2009).

Sistemas de R ¢ R ¢ R ) Persisténcia ’de
fornecimentos de esposta esposia esposta  resposta por célula
. Th1 Th2 célula B
antigenos TeB
Alum (sal mineral) * ** o *
AlF (emulsao) * - b -

Atualmente, o numero de adjuvantes licenciados para uso no homem ¢é limitado: i)
sais mineirais baseados em aluminio (Alum), ii) o MF59, iii) os virossomos, iv) MPL®

(glicolipideo), v) VLP e vi) toxina de colera (revisto por REED et al., 2009). Entretanto,
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as demais vacinas, pediatricas ou ndo, cuja composic¢éo inclui virus ou bactérias vivas
ou atenuadas contém algum tipo de “adjuvante natural” presente nestes

microrganismos.

As vacinas baseadas em proteinas, embora oferegcam consideraveis vantagens
sobre as vacinas tradicionais, em termos de segurancga e custo de produg¢do, na maioria
dos casos, limitam a imunogenicidade e exigem a adigdo de adjuvantes para induzir
uma resposta protetora e duradoura (revisto por REED et al., 2009).

Infelizmente, as decisbes sobre o desenvolvimento de vacinas sobre a adequagéo
de um adjuvante especial e/ ou suas formulagbes sdo muitas vezes mal informadas e
baseadas apenas em disponibilidade ou conhecimentos técnicos limitados, ao contrario
de um processo racional. Esses fatores resultam muitas vezes em testes de vacinas
sub-6timas. Um bom exemplo € a vacina em testes clinicos para malaria RTS,S, a qual
€ baseada em antigeno de circunsporozoito (CSP) de P. falciparum, que quando
misturado com Alum mais MPL (AS04) n&o obteve protegdo, enquanto o mesmo
antigeno em uma emulsao de 6leo em agua contendo MPL e QS-21 (AS02) induziu
protecao (STOUTE et al., 1997).

A seguir faremos um breve resumo sobre os adjuvantes utilizados neste estudo:

5.1. Adjuvante Completo de Freund - (ACF)

Em 1930 Freund desenvolveu um potente adjuvante composto de uma emulsao
agua-oleo mineral, surfactante (“mannide monooleate”) contendo micobactérias
Mycobacterium (tuberculosis ou butyricum) mortas pelo calor e seca (OPIE; FREUND,

1937). Este adjuvante foi denominado adjuvante completo de Freund. Apesar de
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altamente eficaz, o adjuvante Completo de Freund € altamente reatogénico néo
podendo ser utilizado em seres humanos e sendo desaconselhado para uso mesmo em
animais de laboratorio.

O ACF é considerado o padrdo ouro dentro dos adjuvantes devido a sua
capacidade de induzir uma resposta imune extremamente potente. No local da injecao,
o ACF induz uma reposta inflamatéria cronica que resulta na formacao de granulomas,
abcessos estéreis, e necrose ulcerativa. De um modo geral, o ACF € amplamente
utilizado em ensaio de avaliacdo da imunogenicidade de antigenos no modelo murino e
também na indugéo de doencas auto imunes (BILLIAU; MATHYS, 2001). Para inducao
de auto imunidade, evidéncias indicam que os componentes da micobactéria
direcionam os linfocitos T a adquirirem um padrdo de resposta do tipo Th1 e que
medeiam a hipersensibilidade do tipo tardia (DTH).

Embora ndo seja aceitavel o uso de ACF em humanos, os estudos sobre o modo
de acao deste potente adjuvante podem oferecer ligbes Uteis para a concepg¢ao de uma

vacina (COFFMAN; SHER; SEDER, 2010).

5.2. Adjuvante Incompleto de Freund - (AlF)

O adjuvante incompleto de Freund (AlF) também é uma emuls&o agua em 6leo e
difere do ACF por ser composto somente de 6leo mineral e surfactante. Na década de
50, o AIF foi utilizado como adjuvante em seres humanos juntamente com o virus da
influenza e foi capaz de induzir titulos de anticorpos de maior magnitude e longevidade
se comparado aos titulos dos individuos que receberam somente a vacina sem
adjuvante (SALK, 1952). Outro ensaio clinico que utilizou esse adjuvante foi a vacina

contra a cblera e mostrou que a presenca do adjuvante induzia uma prote¢cdo mais
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duradoura. A principal duvida em relagdo a utilizagcdo do AIF em seres humanos esta
relacionada a possiveis efeitos adversos. Um levantamento feito pela WHO mostrou
que na imunizagdo de aproximadamente um milhdo de individuos com AIF, 40
individuos apresentaram efeitos adversos locais mais graves, como abcessos estéreis

(revisto por MILLER; SAUL; MAHANTY, 2005).

5.3. Hidroxido de Aluminio — (Alum)

Adjuvante base sal de aluminio, referidos genericamente como "Alum", sdo géis
nao cristalinos com base em aluminio oxihidroxidos (Conhecido como gel de hidréxido
de aluminio), hidroxifosfato de aluminio (conhecido como fosfato de aluminio gel) ou
varios sais de propriedade, como hidroxi sulfato de aluminio (revisto por REED et al.,
2009).

Esses adjuvantes sdo componentes de varias vacinas humanas licenciadas,
incluindo difteria, tétano, hepatite B (VHB), Haemophilus influenza B ou o virus da
poliomielite inativada, hepatite A (VHA), Streptococcus pneumonia, meningite e
papiloma virus humanos (HPV) (CLEMENTS; GRIFFITHS, 2002). O Alum também vém
sendo muito utilizado em ensaios clinicos para vacina contra a malaria falciparum, onde
seus resultados indicam que a vacina € segura e imunogénica. Alguns resultados
utilizando a proteina PAMMSP-3 emulsificada no adjuvante Alum, estdo apresentados na
tabela 4 da introducao. A formulagao é atingida através da adsor¢do de antigenos com
particulas de aluminio altamente carregadas. Dependendo do antigeno, o adjuvante de
aluminio adequado € selecionado para manter a imunogenicidade do antigeno e obter o

efeito adjuvante maximo.
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Os mecanismos de agao dos sais de aluminio citados com freqiéncia incluem: (i)
formacao de depdsito facilitando a continua liberagdo do antigeno, (ii) a formagéo da
estrutura de particulas promove a fagocitose do antigeno por células apresentadoras de
antigenos (APC), tais como macréfagos e células B e, (iii) inducdo da inflamagéo
resultando em recrutamento e ativagdo de macrofagos, e maior histocompatibilidade do
complexo (MHC) classe Il, expresséo e apresentacéo de antigenos (ULANOVA et al.,
2001; revisto por TRITTO; MOSCA; DE GREGORIO, 2009).

As vantagens dos adjuvantes de aluminio incluem o seu registro de seguranca,
aumento nas respostas de anticorpos (ou seja, mais rapido, titulo de anticorpos mais
altos, respostas de anticorpos de longa duragao), a estabilidade do antigeno e relativa
formulagado simples para a produgéo em grande escala (revisto por COFFMAN; SHER;
SEDER, 2010). Alum é usado principalmente para melhorar a produg¢éo de anticorpos e
nao utiliza TLR para a sua funcado in vivo (GAVIN et al.,, 2006). Em humanos, as
respostas as proteinas com Alum tendem a ser uma mistura de células Th2 e Th1
(DIDIERLAURENT et al., 2009), porém, em camundongos Alum induz uma resposta
celular profundamente polarizada Th2, para quase todos antigenos (revisto por
COFFMAN; SHER; SEDER, 2010).

Vacinas contendo Alum ndo podem ser congeladas porque isso leva a perda de
poténcia. Congelamento acidental € um fendbmeno generalizado que ocorre em até 70%

das vacinas nos paises em desenvolvimento (BURGESS; MCLNTYRE, 1999).
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5.4. TiterMax

Constituido de uma microparticula de agua em 6leo, o adjuvante TiterMax Gold
possui trés ingredientes essenciais, uma propriedade bloco copolimero LCR-8941,
esqualeno (um 6leo metabolizavel), e uma unica microparticula estabilizadora. TiterMax
Gold ajuda na apresentacdo de antigenos ao sistema imunoldgico, sem os efeitos

toxicos de ACF (BENNETT et al., 1992).

5.5. Quil A

E um produto da fragcdo da casca da arvore Quillaja saponaria (KENSIL, 1996).
Composto de uma mistura heterogénea de glicosideos triterpénicos, que variam em sua
atividade adjuvante e toxicidade. Saponinas tém sido amplamente utilizadas como
adjuvantes em vacinas veterinarias. Saponinas (Quil-A, ISCOM, QS-21) (também

incluida no AS02 e AS01) (revisto por REED et al., 2009).

5.6. CpG ODN

O CpG ODN é um oligodeoxinucleotideo sintético nao metilado (citidina fosfato
guanosina) composto de motivos CG inseridos em contextos restritos de base e que
agem em receptores especificos de cada espécie. Estudos mostraram que ocorrre uma
interacéo entre os dinucleotideos ndo metilados CpG e o TLR9 resultando na ativagao
de fatores de transcri¢ao (revisto por COFFMAN; SHER; SEDER, 2010). A molécula de
TLR9 murina é ativada preferencialmente pelo motivo GACGTT enquanto que a

sequéncia ideal para a molécula de TLR9 humana é GTCGTT (revisto por KRIEG,
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2003). Geralmente, o CpG ODN ¢é sintetizado com 8-30 bases, contém um ou mais
motivos CpG e pode ser classificado como tipo A ou B. O CpG ODN tipo “A” possui uma
cauda poli G, a ligagdo entre as bases na regido central é fosfodiéster e no resto da
sequéncia é fosforotioato (a fim de evitar a degradagdo pelas nucleases celulares
presentes no soro). Trabalhos na literatura mostraram que o CpG ODN do tipo A é um
forte indutor da maturagéo e producao de IFN-a pelas células dendriticas e capaz de
ativar células NK. As vacinas contra raiva, caxumba, sarampo e rubéola quando
emulsificadas em CpG ODN do tipo A alcangam resultados mais satisfatérios em
comparagado com a vacina quando testada isoladamente (revisto por DE VRIES et al.,
2011). O CpG ODN do tipo “B” que possui toda a sequéncia em fosforotioato, estimula a
proliferagéo e produgéo de IL-6 e IgM pelos linfécitos B, maturagéo e producgéo de IL-6
e TNF-a pelas células dendriticas (HEMMI et al., 2003; KLINMAN, 2004). Um exemplo
de CpG ODN do tipo B que vem sendo bastante utilizado em estudos de imunizacao
em camundongos, o qual foi utilizado em nosso estudo, € o 1826 que possui a
sequéncia: TCCATGACGTTCCTGACGTT.

Foi demonstrado em animais que a administragdo de CpG ODN induz uma
potente resposta inata do tipo Th1 que confere imunidade protetora contra varios
patogenos (DITTMER; OLBRICH, 2003; revisto por COFFMAN; SHER; SEDER, 2010).

Em ensaios clinicos foi constatado que apds a vacinagao profilatica contra hepatite
B, meningite, tuberculose e BCG a imunidade antigeno especifica & reforcada na
presenca de CpG ODN do tipo B em comparagdo com a vacina quando testada

isoladamente (ANGEL et al., 2008; revisto por DE VRIES et al., 2011).
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5.7. Flagelina (Salmonella typhimurium) — (FIliC)

Flagelina € um adjuvante potente que aumenta a resposta imune adaptavel para
uma variedade de antigenos. Ao utilizar flagelina como adjuvante com um ou mais
antigenos recombinantes, respostas protetoras dependentes de anticorpos foram
obtidas contra uma variedade de patogenos, incluindo o virus da gripe (APPLEQUIST
et al., 2005; HULEATT et al., 2008), Yersinia pestis (HONKO et al., 2006; MIZEL et al.,
2009) e Pseudomonas aeruginosa (WEIMER et al., 2009). Essas respostas protetoras
apresentaram titulos altos de IgG antigeno-especifico quando a vacina foi administrada
por via nasal ou intramuscular (MIZEL et al., 2009). Embora flagelina possa ser um
adjuvante quando misturado com antigenos, a aplicagéo atual é principalmente pela
geracado da fusdo de antigenos recombinantes a flagelina (HULEATT et al., 2007;
BARGIERI et al., 2008; BARGIERI et al., 2010).

A observacao de que a flagelina, um agonista de TLR5 (HAYASHI et al., 2001), &
um polipeptideo abriu a possibilidade de que as células eucaridéticas podem ser
capazes de produzir essa molécula. Flagelina de Salmonella (chamada FIliC) é uma
proteina de subunidade monomérica, que polimeriza para formar flagelos bacterianos.
Ela tem sido extensivamente estudada, e as regides e residuos de flagelina que séo
necessarias para a interacédo ao TLRS foram definidas (SMITH et al., 2003). FliC ativa
citocinas pro-inflamatérias, producao e recrutamento de granulécitos polimorfonucleares
em pulmado (LIAUDET et al.,, 2003) e epitélio intestinal (YU et al., 2003). Ela ativa
macréfagos para a produgdo de mediadores inflamatérios (MIZEL et al., 2003),
mondcitos humanos para a producado de TNF-a (MCDERMOTT et al., 2000) bem como
induz células dendriticas para mondcitos para amadurecer e regular moléculas (MEANS

et al.,, 2003) e produzir IL-10, IL-6, TNF-a e IL-12p70, mas pouco IL-5 e IL-13
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(AGRAWAL et al., 2003). Isso sugere que FIliC pode induzir respostas do tipo Th1. No
entanto, em determinadas situac¢des, a inducdo da resposta Th2, também tém sido
observada (DIDIERLAURENT et al., 2004; CUNNINGHAM et al., 2004). Tomados em
conjunto, estas observacdes demonstram que FIiC induz resposta imune inflamatéria

tipica de ativacéo de TLR (revisto por BARGIERI et al., 2011).
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1. Objetivo geral

Estudar a imunogenicidade das proteinas recombinantes MSP-3a e MSP-38 de

P. vivax, quando administradas em camundongos na presenca de diferentes

adjuvantes.

2. Objetivos Especificos

2.1

2.2

2.3

2.4

Expressar e purificar as proteinas recombinantes MSP-3a (C-terminal)
e MSP-3[3 (N e C-terminal, proteina inteira) a partir de E. coli;

Avaliar comparativamente a resposta imune humoral (anticorpos 1gG
e subclasses de IgG) induzida em camundongos apds imunizagao
com as proteinas MSP-3a e MSP-3p8 na presenca de Adjuvante
Completo de Freund (ACF)/Adjuvante Incompleto de Freund (AIF);
Analisar a resposta de anticorpos IgG induzida em camundongos
apo6s imunizagédo com dominios selecionados das proteinas MSP-3a e
MSP-38 na presenca de diferentes adjuvantes que possam ser
utilizados posteriormente em imunizagdes pré-clinicas em primatas
nao humanos;

Verificar se soros de camundongos imunizados com as proteinas
MSP-3a e MSP-33 reconhecem a proteina nativa expressa em

merozoitos de P. vivax.



lll. MATERIAL E METODOS




Material e Métodos 34

1. Composigao das solugdes, tampodes e meios de cultura utilizados
1.1 Solugdes e tampbes para eletroforese de proteinas (SDS-PAGE)

Gel de corrida: 30% acrilamida; 0,8% bis-acrilamida (Fluka Chemie); 0,75 M Tris/

0,2% SDS pH 8,8; 0,1% persulfato de amdnio; Temed 12 uL (Invitrogen) (vol. final de

10 mL).

Gel de separacgao: 12% acrilamida; 1,2% bis-acrilamida; 0,25 M Tris/ 0,2% SDS pH

6,8; 0,1% persulfato de amdnio; Temed 12 uL (vol. final de 5 mL).

Tamp&o de amostra para SDS-PAGE (4x): 10% dglicerol; 4% SDS; 100 mM 2-

mercaptoetanol (Bio-Rad); 50 mM Tris-HCI pH 6,8; 0,1% de azul de bromofenol (Bio-

Rad).

Tampao de corrida: 35 mM SDS; 160 mM glicina; 25 mM Tris-HCI pH 8,3.

Solucdo corante: 1% “Coomassie blue” R250 (USB); 45% Metanol; 10% acido

acético.

Solucao descorante: 45% Etanol; 10% acido acético.

1.2 Meios para cultura de bactérias

LB (Luria Bertani): 2% LB broth base (Invitrogen); 0,5% NaCl (Synth) pH 7,0.

LB-cloranfenicol: LB; 35 ng/mL de cloranfenicol (USB).

LB-amp: LB; 100 ug/mL de ampicilina (USB).

LB-agar: LB; 1,5% bacto agar (BD Biosciences).
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1.3 Tampoées utilizados para obtengao das proteinas MSP-3a (FP-1), MSP-383

(FP-1, FP-2 e FP-3) a partir do sobrenadante dos extratos bacterianos

Tampoes Composicao

57,5 mM Tampéo Fosfato de
Saodio; 128,7 mM NaCl; 10 mg/mL

Tampao de lise Lisozima; 1 mM PMSF; pH final

7,0
Tampéo de equilibrio 57,5 mM Fosfato de Sodio;
(cromatografia de afinidade) 128,7 mM NaCl; pH final 7,0

57,5 mM Fosfato de Sédio;

_ ) 128,7 mM NaCl; 10% Glicerol; pH
(cromatografia de afinidade) final 6,0

Tampao de lavagem

57,5 mM Fosfato de Soédio;

5128,7 mM NaCl; 10%
Glicerol;

0 — 400 mM Imidazol; pH
final 6,0

Tampé&o de eluicéo
(cromatografia de afinidade)

Tampéo de dialise para
) PBS; 1 mM PMSF
estoque da proteina

1.4 Solugdes e tampdes para ensaios imunoenzimaticos (ELISA)

Tampao para sensibilizacdo das placas: Tampao Carbonato [0,795g carbonato de

sédio (Na;COs), 1,465g bicarbonato de sodio (NaHCOs) para 500mL, 0,05 M

(Synth), pH 9,6)].
PBS: 8 mM NaH,POQO4, 2,3 mM Na;HPO4, 130 mM NaCl pH final 7,4.

PBS-Tween: PBS, 0,05% Tween 20 (USB).
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Tampao fosfato-citrato: 0,2 M NaH;PO4 (Synth), 0,2 M CgHgO7 (Synth) pH final 4,5-

5,0.

Solucéo de bloqueio:

i) Para ensaios com soros de camundongos: PBS, 5% de leite em p6 desnatado

(Molico®), 2,5% de BSA (Sigma).

Solucao para diluicdo de amostra

i) Para ensaios de detecgdo de anticorpos: PBS, 5% de leite em pd desnatado

(Molico®), 2,5% de BSA (Sigma).

Solucédo de revelagdo: o-Phenylenediamine (OPD, Sigma) 1 mg/mL, 0,03% (v/v) de

H,0,, diluidos em tampao fosfato-citrato e H,O mili Q autoclavada.

2. Expressao e purificagao das proteinas recombinantes.

As proteinas recombinantes MSP-3a (FP-1) e MSP-33 (FP-1 e FP-2) foram
produzidas previamente em bactérias Escherichia coli da linhagem BL21 (DES,
Novagen), foram obtidas de forma soluvel e purificadas por cromatografia de
afinidade utilizando resina de niquel Ni Sepharose™ High Performance (GE
Healthcare) (JIMENEZ et al., 2008). As fracbes eluidas foram posteriormente
filtradas em membrana de 0,22 um, e as proteinas recombinante foram purificadas
por cromatografia de troca ibnica em coluna Resource Q (Amersham Biosciences),

acoplada ao sistema AKTA™prime (Amersham Biosciences).

Por outro lado, a proteina recombinante PvMSP-3( (FP-3) foi produzida a partir

da linhagem Rosetta (Novagen). Resumidamente as bactérias recombinantes foram



Material e Métodos 37

cultivadas em meio LB-ampicilina-cloranfenicol (LB-amp, 100 pg/mL; LB-
cloranfenicol 35 ug/mL) overnight a 37°C. A seguir, a cultura foi diluida (1:50) em LB-
amp-cloranfenicol e incubada a 37°C, sob agitagdo a 200 rpm até atingir uma DOggo
entre 0.6-0.8. As bactérias foram entdo induzidas pela adigdgo de 0,1 mM de
isopropyl-B-D thiogalactopyranoside (IPTG, Invitrogen) por 4h a 37°C. Apo6s este
periodo, a cultura bacteriana foi precipitada por centrifugagédo (3.500 rpm/ 15 min/
4°C) e ressuspendida em tampao de lise. As bactérias foram lisadas em banho de
gelo com auxilio de um sonicador (4 ciclos de 3 minutos, em pulso constante, e
intervalos de 1 minuto entre os pulsos). Em seguida, o extrato bacteriano foi
centrifugado (15.000 rpm/ 30 minutos/ 4°C) e as fragbes obtidas foram analisadas

por SDS-PAGE 12%.

O sobrenadante obtido foi purificado por cromatografia de afinidade utilizando
resina de niquel, previamente equilibrada com o tamp&o de equilibrio. Em seguida, a
resina foi lavada com o tampé&o de lavagem e submetida a um gradiente linear de
imidazol (0 a 400 mM) em tampao de elui¢do. Durante a passagem de cada tampao
pela resina, as respectivas aliquotas foram recuperadas e analisadas por SDS-
PAGE 12%. As fragcdes contendo a proteina foram reunidas e dialisadas contra o
tampao de equilibrio, durante a noite, sob constante agitacao, a 4°C. Apds a dialise
essa fracéo foi novamente purificada por cromatografia de afinidade utilizando resina
de niquel. As fragdes contendo a proteina foram reunidas e dialisadas contra PBS
contendo 0,1M de Phenylmethanesulfonyl fluoride (PMSF, SIGMA), durante a noite,
sob constante agitacéo, a 4°C. A concentracéo protéica foi determinada pelo método
de Bradford. As figuras 4 e 5 apresentam a representagcdo esquematica da

localizagao das proteinas recombinantes que foram utilizadas neste estudo.
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PvMSP-3a
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Figura 4. Representacao esquematica da proteina recombinante MSP-3a (FP-1) em
relacdo a proteina inteira. A linha abaixo representa a posicdo da MSP-3a que foi

expressa como proteina recombinante.
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Figura 5. Representacao esquematica das proteinas recombinantes baseadas na MSP-
3B (FP-1, FP-2 e FP-3). A area destacada representa a regido da MSP-3p que foi expressa
como proteina recombinante, EZZ. As linhas abaixo representam a posigdo das trés
proteinas recombinantes geradas (FP-1, FP-2 e FP-3).

3. Adjuvantes.

Os adjuvantes que foram testados neste projeto sdo: 1) Adjuvante Completo

de Freund - ACF (Sigma), 2) Adjuvante Incompleto de Freund - AIF (Sigma), 3)

Hidréxido de Aluminio - Alum (Pierce Thermo scientific), 4) TiterMax (Sigma), 5) CpG
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ODN 1826 (TCCATGACGTTCCTGACGTT), IDT (Integrated DNA Technologies), 6)
Quil A (Superfos Biosector, Vedbaek, Denmark), 7) Flagelina - FIliC (Salmonella
typhimurium). Este dultimo foi fornecido pelo Dr. Luis Carlos Ferreira do

Departamento de Microbiologia, ICB/USP.

Para as imunizagbes de camundongos BALB/c os adjuvantes foram
utilizados nas seguintes quantidades: ACF/AIF (1:2), Alum (25 ug/dose), Quil A (25
pg/dose), CpG ODN 1826 (10 pg/dose), TiterMax Gold (1:2 somente na primeira
dose), FliC (2,5 upg/dose). O adjuvante Alum, ap6s a preparacdo da emulsdo,

permaneceu sob agitacado por aproximadamente 2 horas antes da imunizacao.

4. Imunizag6es experimentais.

Grupos de 6 camundongos isogénicos BALB/c fémeas, com idade entre 6 e 8
semanas, procedentes do Biotério da FCF-IQ/USP foram usados para os
experimentos de imunizagéo com as proteinas recombinantes. Cada animal recebeu
3 doses, sendo cada uma de 10 ug de proteina recombinante num volume final de
0,1 mL com intervalo de 15 dias. A imunizacéo foi feita por via subcuténea (s.c.) nas
duas patas traseiras (1 dose) ou base da cauda (doses subsequentes), com o
antigeno emulsificado nos adjuvantes descritos acima, individualmente, ou em
combinagdo (Alum + CpG ODN 1826 e FIiC + CpG-ODN 1826). Os animais do
grupo controle foram imunizados somente com o diluente em adjuvante. No caso do
adjuvante TiterMax, cada camundongo foi imunizado somente uma vez (12 dose)
com o antigeno emulsificado neste adjuvante. Nas doses subsequentes, os
camundongos receberam somente o antigeno em diluente. A imunizagao foi feita

pela via s.c. sendo que 25 uL da emulsao foi injetado em cada uma das 4 patas por
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sugestao do fabricante. Os animais do grupo controle receberam o adjuvante diluido
em PBS na primeira dose, nas doses subseqlentes, os camundongos receberam
apenas PBS. As coletas de sangue foram feitas pela base da cauda 14 dias depois
de cada imunizacdo e os soros foram separados e estocados a - 20°C até a
utilizacdo. Os soros obtidos foram avaliados por ELISA quanto ao reconhecimento
das proteinas por anticorpos IgG e isotipos de I1gG (IgG1, IgG2a e IgG2b).

Os camundongos C57BL/6 (TLR4 KO e Wild Type) foram obtidos junto ao
CEDEME/UNIFESP.

Este projeto foi aprovado pela comisséo de Etica em Experimentacédo animal

da FCF/USP em 10/07/2006.

5. Ensaios imunoenzimaticos para deteccao de anticorpos anti-MSP-3a e anti-

MSP-38 em camundongos imunizados.

Os titulos de anticorpos IgG especificos contra a proteina homdloga foram
determinados por ELISA de acordo como descrito anteriormente (MUFALO et al.,
2008; GENTIL et al., 2010). Placas de 96 pocos (“high binding”, Costar 3590) foram
sensibilizadas com 2 ug/mL de cada uma das proteinas homologas em tampao
carbonato em um volume final de 50 plL/po¢o e incubadas durante a noite em
temperatura ambiente. Apds esse periodo, as placas foram lavadas 3 vezes com
PBS-Tween e, em seguida, foi adicionado 200 ulL/pogo da solugdo de bloqueio.
Apds incubacdo a 37°C por 2 horas, foi adicionado 50 ulL/po¢o de cada um dos
soros diluidos a partir de 1:100 em solugédo de bloqueio e uma nova incubacéao foi
realizada por mais 1 hora a temperatura ambiente. Apos nova etapa de lavagem das

placas com PBS-Tween, foram adicionados 50 ulL/pog¢o do anticorpo secundario
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conjugado a peroxidase (IgG de cabra anti-IgG de camundongo, KPL) diluido em
solugdo de bloqueio. Em seguida, outra incubacéo foi realizada por 1 hora a
temperatura ambiente com posterior lavagem com PBS-Tween por 3 vezes. A
revelacao foi feita pela adicdo de 100 yL/pogo da solugdo de revelacdo. A reacao
enzimatica foi interrompida pela adicdo de 50 ulL/po¢o de uma solugcao contendo
H,SO,4 4N. Titulos especificos anti-MSP-3 foram definidos como a maior diluigao
com uma DOyg, superior a 0,1, a qual foi determinada em um leitor de microplacas
(Awareness Technology, mod. Stat Fax 2100, EUA). A deteccao de anticorpos IgG1,
lgG2a e 1gG2b anti-MSP-3 em camundongos imunizados foi realizada como descrito
acima, exceto que o anticorpo secundario foi substituido por anticorpos isotipo-
especificos de camundongo (anti-IgG1, IgG2a e IgG2b) conjugados a peroxidase
(Southern Technologies) em uma diluicao de 1:8000. Os resultados foram expressos

como titulos de anticorpos em log1o £ erro padréo da média (SEM).

6. Imunofluorescéncia

O ensaio de imunofluorescéncia indireta (IFA) foi realizado em lamina de 10
pocos com esquizontes de P. vivax enriquecidos em Percoll® (Amershan), como
descrito em LIUNGSTROM et al., 2004. Amostras de sangue (5-10 mL) foram
coletadas, em tubos com heparina, de pacientes residentes em Manaus, AM, Brasil.
Todos os pacientes foram devidamente informados e tal procedimento foi aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa da Fundagdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ). A
preparacao das laminas foi realizada em Manaus (FIOCRUZ) pela aluna do Prof.

Fabio T. M. Costa, Juliana Leite (IB/UNICAMP). Resumidamente, ap6s descartar o
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plasma, as células vermelhas foram lavadas 3 vezes e ressuspendidas em meio
RPMI 1640 (Sigma) para um hematécrito de 10%. A suspensao celular foi distribuida
em tubos de 15mL (5mL em cada tubo) com Percoll® (45%). Ap6s centrifugacao,
eritrocitos enriquecidos, infectados com as formas maduras, foram coletados do
sobrenadante, lavados e ressuspendidos em 10% de Soro Bovino Fetal. Eritrocitos
infectados foram adicionados a lamina de Imunofluorescéncia, posteriormente
fixados por 10 minutos em acetona e secos ao ar livre. Um “pool” de soros dos
camundongos imunizados com as proteinas MSP-3a (FP-1) e MSP-3B (FP-1, FP-2 e
FP-3) na presenca de ACF/AIF, foi diluido em PBS 1:50, aplicados na lamina e
incubados por 30 minutos, em ambiente umido a 37 °C. A lamina foi excessivamente
lavada com PBS e entdo incubada com 10 ug/mL de FITC (anticorpo de cabra anti-
IgG de camundongo marcado com fluoresceina) (Sigma) e 100 ug/mL de DAPI (4°6-
diamidino-2-phenylindole, dihydrochloride) (Molecular Probes) por 30 minutos em
ambiente umido a 37 °C. Apds diversas lavagens com PBS a Ilamina foi selada com

laminula e avaliada em microscopio de imunofluorescéncia.

Para sinalizar os parasitos, utilizamos o reagente DAPI o qual é capaz de corar
material nuclear em azul. Como controle negativo, empregamos o uso do soro de
camundongos imunizados apenas com o adjuvante ACF/AIF e como controle
positivo o anticorpo monoclonal anti-MSP-119 K23 (BARGIERI et al.,, 2008;

CARVALHO et al., 2010).
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7. Analise estatistica

A andlise estatistica foi determinada, através do programa GraphPad PRISM 4
(média do grupo e erro padrdao da média). O teste de Tukey, one-way ANOVA, foi
utilizado para comparar diferencas estatisticas entre as médias dos grupos

imunizados.



IV. RESULTADOS
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1. Obtencao das proteinas recombinantes baseadas na MSP-3a e MSP-3f3 de P.

vivax.

Antes de darmos inicio as imunizagdes de camundongos, as proteinas
recombinantes correspondentes a MSP-3a e MSP-33 de P. vivax foram analisadas
em SDS-PAGE 12%, na presenca do agente redutor 2-mercaptoetanol (2-ME),
conforme apresentado na figura 6. Em geral as proteinas migram com um padrao

de Unica banda em nivel satisfatério de pureza.

PM 1 2 3 4

116 kDa -

66,2 kDa -

45 kDa -

35 kDa -

Figura 6. Analise em SDS-PAGE 12% das proteinas recombinantes purificadas
correspondentes a MSP-3a e MSP-3f de P. vivax. Os numeros de 1 a 4 estdo
representando as seguintes proteinas, 1: MSP-3a (FP-1) - 87 kDa, 2: MSP-3B (FP-1) (N-
terminal) - 60 kDa, 3: MSP-3B (FP-2) (C-terminal) - 57 kDa, 4: MSP-38 (FP-3) - 104 kDa.

2. Analise comparativa da imunogenicidade de proteinas recombinantes
baseadas na MSP-3a e MSP-38 em camundongos BALB/c, na presenga de

adjuvante de Freund

Inicialmente, a imunogenicidade das proteinas MSP-3a (FP-1) e MSP-383 (FP-
1, FP-2 e FP-3) foi avaliada em camundongos BALB/c na presenca de um adjuvante
forte (ACF/AIF), como descrito no item 3 da metodologia. Os soros dos animais

foram testados por ELISA quanto a presenca de anticorpos IgG contra as proteinas
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homélogas, 2 semanas ap6s cada imunizagéo. Os resultados estdo expressos como
médias de titulos de IgG (log1) + SEM. Os resultados obtidos com os diferentes
grupos, apos cada dose de imunizagao, foram comparados estatisticamente usando
ANOVA one-way e os valores de P estao apresentados na tabela A.1 (em anexo).
N&o estdo incluidos nessa anadlise os grupos controles (imunizado somente com
adjuvante) uma vez que os mesmos nao apresentaram resposta de anticorpos para
os antigenos em questéao.

Ao comparar a imunogenicidade em camundongos utilizando as proteinas
MSP-3a (FP-1) e MSP-38 (FP-1, FP-2 e FP-3), na presenca de ACF/AIF,
observamos que apoés a primeira dose os animais imunizados com as proteinas
MSP-3a (FP-1) e MSP-3B (FP-1) apresentaram uma resposta de anticorpos IgG
significativamente mais alta em relacdo aos grupos imunizados com as proteinas
MSP-38 (FP-2 e FP-3) (P<0,001). Porém, a partir da segunda dose, os
camundongos imunizados com as proteinas FP-2 e FP-3 (MSP-3[3) apresentaram
titulos de 1IgG mais altos (P<0,001 comparacéo da primeira para a segunda dose dos
dois grupos) e, apos a terceira dose, nao foi encontrada diferenca significativa entre
os diferentes grupos (P>0,05) conforme representado na figura 7. Esses resultados
demonstram que, apds 3 doses, todas as proteinas testadas foram imunogénicas
em camundongos na presen¢a de um adjuvante forte, o qual € inapropriado para

futuros testes pré-clinicos em macacos.
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Figura 7. Avaliagao comparativa da resposta de anticorpos IgG induzida em
camundongos BALB/c apdés a imunizagdo com as proteinas recombinantes MSP-3a
(FP-1), MSP-3B8 (FP-1), MSP-3B (FP-2) e MSP-3f (FP-3). A imunizagéo foi feita por via
subcutanea com o antigeno na presenca de ACF/AIF. Os animais do grupo controle foram
imunizados somente com o diluente em adjuvante. Os soros foram coletados duas semanas
apos cada dose e testados quanto ao reconhecimento por anticorpos de IgG.

Ao final do esquema de imuniza¢des (3 doses), os titulos de isotipos de IgG

foram avaliados. A anélise dos resultados demonstrou um predominio de IgG1,

lgG2a e 1gG2b caracterizando um padréo de resposta mista Th1/Th2 em todos os

grupos testados. A tabela 7 ilustra comparativamente a magnitude da resposta de

isotipos de IgG induzidos ap6s imunizagdo com as diferentes proteinas.
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Tabela 7 - Avaliagao da resposta de isotipos de IgG anti-PvMSP-3 nos soros de
camundongos imunizados com proteinas recombinantes MSP-3a (FP-1), MSP-33 (FP-
1), MSP-38 (FP-2) e MSP-38 (FP-3).

Média dos titulos

) Razao
Proteinas IgG1 lgG2a lgG2b
IgG1/lgG2a
MSP-3a (FP-1) 4.076.800 577.866,67  408.000 7,05

(
MSP-383 (FP-1) 4.076.800 119.466,67 238.133,33 34,12
MSP-383 (FP-2) 3.397.333 699.333,33 849.333,33 4,86
MSP-3p (FP-3) 4.076.800 526.666,67 849.333,33 7,74

3. Analise comparativa da imunogenicidade de proteinas recombinantes
baseadas na MSP-3a e MSP-38 em camundongos C57BL/6 TLR4 KO e Wild

Type, na auséncia de adjuvantes

Com o objetivo de verificar se uma possivel contaminagdo das proteinas em
estudo por LPS estaria interferindo em nossos resultados, realizamos imunizagao de
camundongos C57BL/6 TLR4 KO e Wild Type com cada uma das proteinas, na
auséncia de adjuvantes. Os soros dos animais foram testados por ELISA quanto a
presencga de anticorpos IgG contra as proteinas homologas, 2 semanas apds cada
imunizacado. Os resultados estao expressos como médias de titulos de 1gG (log+o) £
SEM (Figura 8) e foram comparados estatisticamente usando ANOVA one-way. Na
tabela A.2 (em anexo) estdo apresentados os valores de P obtidos. A analise
comparativa dos resultados desse experimento demonstra que a proteina MSP-33
(FP-3) tem uma propriedade intrinseca adjuvante que € independente do TLR4 e
que todas as proteinas estdo livres da contaminagdo por LPS, com excecédo da
proteina MSP-3p (FP-2) que induziu niveis de anticorpos com diferenga significativa

entre os dois grupos de animais testados, somente apds a terceira dose (P<0,05).
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Figura 8. Avaliagao comparativa da resposta de anticorpos IgG induzida em
camundongos C57BL/6 TLR4 KO e Wild Type imunizados com cada uma das
proteinas, na auséncia de adjuvantes. Os animais foram imunizados com trés doses
contendo 10 pg de cada proteina recombinante. Os resultados estdo expressos como média
dos titulos de anticorpos de cada grupo em escala logaritmica (log+) +/- erro padrao da
média (SEM).
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4. Imunizagées pré-clinicas em camundongos BALB/c com os dominios
selecionados das proteinas MSP-3a e MSP-3B na presenca de diferentes

adjuvantes

Apos demonstrarmos que todas as proteinas recombinantes foram
imunogénicas em camundongos na presenca de ACF/AIF, selecionamos as
proteinas MSP-3a (FP-1) e MSP-33 (FP-3) para serem testadas na presenca de
diferentes adjuvantes, uma vez que o ACF n&o pode ser usado no homem e é usado
com restricdes em animais de experimentagcdo. A imunogenicidade destas proteinas
recombinantes foi avaliada em camundongos BALB/c, utilizando como adjuvante
agonistas de TLR [FIiC flagelina de Salmonella Typhimurium (TLR5) e CpG-ODN
1826 (TLR9)] ou adjuvantes convencionais, tais como hidroxido de aluminio,
saponinas, TiterMax e AlF. Os anticorpos IgG foram determinados por ELISA nos
soros de camundongos, duas semanas depois de cada dose de imunizagcdo. As
formulagdes testadas estdo descritas no item 2 da metodologia.

Pode-se observar na figura 9 que apds a terceira dose os animais imunizados
com a proteina recombinante MSP-3a (FP-1) na presenca de diferentes adjuvantes
geraram altos titulos de IgG total. N&o houve diferenga estatisticamente significativa
entre os grupos imunizados na presenca dos adjuvantes AIF, TiterMax e Quil A
(P>0,05). Por outro lado, os titulos de IgG dos grupos imunizados na presenca dos
adjuvantes Alum, FliC e CpG ODN 1826 foram significativamente mais baixos

quando comparados ao grupo do adjuvante AlF (P<0,001 em todos os casos).
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Figura 9. Efeito da imunizagcdo de camundongos BALB/c com a proteina recombinante
MSP-3a (FP-1) na presenca de diferentes adjuvantes. A imunizacdo foi feita por via
subcutanea com o antigeno na presenca de diferentes adjuvantes. Os animais do grupo
controle foram imunizados somente com o diluente em adjuvante. Os resultados estédo
expressos em logo +/- SEM dos titulos de anticorpos anti-PvMSP-3 [ns = nao significativo
P>0,05, (*) = P<0,05, (**) = P< 0,01 e (***) = P<0,001].

Na figura 10, podemos observar que a resposta de anticorpos IgG induzida em
camundongos com a proteina MSP-3[3 (FP-3) na presenca de diferentes adjuvantes
geraram altos titulos de IgG total. Nao houve diferenca estatisticamente significativa
entre 0s grupos imunizados na presencga dos adjuvantes AIF, TiterMax e Quil A
(P>0,05). Por outro lado, os titulos de IgG dos grupos imunizados na presenca dos
adjuvantes Alum, FliC e CpG ODN 1826 foram significativamente mais baixos
quando comparados ao grupo do adjuvante AIF. Alum e FIiC (P<0,001) e CpG (P

<0,05).

Nas tabelas A.3 e A4 (em anexo) estdo apresentados os resultados dos
valores de P obtidos pela comparagao entre os titulos de anticorpos obtidos dos

diferentes grupos de animais (ANOVA), ap6s cada imunizagdo. Nao estao incluidos



Resultados 52

nessa analise os grupos controles (imunizados somente com adjuvante) uma vez

que nao apresentaram resposta de anticorpos para o antigeno em questao.

I Apos 1?7 dose
[ Apos 2% dose
[ Apos 3% dose

Titulos de anticorpos IgG (log4g) +/- SEM
N

S E ST S
2@ 2@
Adjuvante &L & < L &5 <
Proteina auséncia MSP-3

Figura 10. Efeito da imunizacido em camundongos BALB/c com a proteina
recombinante MSP-3B (FP-3) na presenga de diferentes adjuvantes. A imunizagéo foi
feita por via subcutdnea com o antigeno na presenca de diferentes adjuvantes. Os animais
do grupo controle foram imunizados somente com o diluente em adjuvante. Os resultados
estdo expressos em logi +/- SEM dos titulos de anticorpos anti-PvMSP-3 [ns = nao
significativo P>0,05, (*) = P<0,05, (**) = P< 0,01 e (***) = P<0,001].

Posteriormente foram avaliados a presenca de isotipos de IgG para os
dominios selecionados da MSP-3 [MSP-3a (FP-1) e MSP-3B (FP-3)] ap6és o
esquema de imunizagdes. A analise dos isotipos de IgG demonstrou um predominio
de 1gG1, IgG2a e IgG2b caracterizando um padrao de resposta mista Th1/Th2 para
a maioria dos grupos testados, exceto para a proteina MSP-3a (FP-1) na presenca
dos adjuvantes Alum, FliC e Quil A (tabela 8) e para proteina MSP-33 (FP-3) na
presenca do adjuvante Alum (tabela 9) que demonstrou um predominio de IgG1
caracterizando um padrao de resposta Th2. Os adjuvantes Alum e FIliC séao

indutores de resposta do tipo Th2, o que pode ser comprovado pelos altos titulos de
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lgG1 detectados. As tabelas 8 e 9 ilustram comparativamente a magnitude da

resposta de anticorpos induzidos nos animais imunizados.

Tabela 8 - Avaliagao da resposta de anticorpos de isotipos de IgG anti-PvMSP-3 nos
soros de camundongos imunizados com a proteina recombinante MSP-3a (FP-1) na
presencga dos diferentes adjuvantes testados.

Média dos titulos

) Razao
Adjuvantes lgG1 lgG2a lgG2b IgG1/lgG2a
Al 3.333,33 100 166,67 33.33

FliC 10.666,67 600 800 17,78
CPG-ODN ;946667  6.66667  1.866,67 448
1826
QuilA  1.092.266,67 8533333  68.266,67 12,80
TiterMax ~ 273.066,67  324.266,67 256 0.84
AIF 562.517,33  375.466,67 136.533,33 1,50

Tabela 9 - Avaliagao da resposta de anticorpos de isotipos de IgG anti-PvMSP-3 nos
soros de camundongos imunizados com a proteina recombinante MSP-3B (FP-3) na
presencga dos diferentes adjuvantes testados.

Média dos titulos

Raza
Adjuvantes 1gG1 lgG2a IgG2b azao
IgG1/lgG2a
Alum 62.933,33 533,33 866,67 118
FliC 88.000 2.666,67  3.466,67 33
CPG-ODN 4.933,33 22.400 3.333,33 0,22
1826
Quil A 85.333,33  36.266,67 192 2,35
TiterMax  1-143.466,67 53.866,67 544 21,23

AIE 1.809.066,67 93.866,67 85.333,33 19,27
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5. Imunizagodes pré-clinicas com o dominio selecionado da proteina MSP-3f3 na

presenca de diferentes combinagoes de adjuvantes

Apds demonstrarmos que a proteina recombinante MSP-33 (FP-3) foi
imunogénica em camundongos na presen¢a dos diferentes adjuvantes testados,
selecionamos essa proteina para ser testada de forma combinada com os
adjuvantes CpG ODN 1826 + FIiC e CpG ODN 1826 + Alum, com o objetivo de
avaliar se 0 CPG-ODN 1826 poderia melhorar a eficiéncia de Alum ou FIliC. Neste
experimento (Figura 11), observamos que as formulagdes combinadas foram
capazes de induzir titulos de anticorpos IgG estatisticamente mais altos (P<0,001
nos dois casos) do que 0s grupos que receberam apenas a proteina emulsificada

em um unico adjuvante (Alum ou FIiC).

Na tabela A.5 (em anexo) estdo apresentados os resultados dos valores de P
ap6s a comparacgao entre os titulos de anticorpos obtidos dos diferentes grupos de
animais (ANOVA), ap6s cada imunizagdo. Nao estdo incluidos nessa andlise os
grupos controles (imunizados somente com adjuvante) uma vez que nao

apresentaram resposta de anticorpos para o antigeno em questao.
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Figura 11. Avaliagdo da resposta de anticorpos IgG anti-MSP-3 nos soros de
camundongos imunizados com a proteina recombinante MSP-3f3 (FP-3) na presencga
das diferentes combinagées de adjuvantes. A imunizacao foi feita por via subcutanea
com o antigeno na presencga das diferentes combinagbes de adjuvantes. Os soros foram
coletados duas semanas apds cada dose e testados quanto ao reconhecimento por
anticorpos de IgG. Os resultados estdo expressos em logqo +/- SEM dos titulos de anticorpos
anti-MSP-3 [ns = nao significativo P>0,05, (*) = P<0,05, (**) = P< 0,01 e (***) = P<0,001].
Com o objetivo de avaliar se o0 CpG ODN 1826 seria capaz de balancear a
resposta de isotipos de IgG induzida pelas proteinas na presenca dos adjuvantes
Alum e FIiC, determinamos avaliar a presenca de isotipos de IgG para a proteina
MSP-3B (FP-3) quando administrada em combina¢do com os adjuvantes (CpG ODN
1826 + Alum e CpG ODN 1826 + FIiC). A analise dos isotipos de IgG demonstrou
que quando os adjuvantes Alum e FIliC sdo administrados em combinagédo com o
adjuvante CpG ODN 1826 ocorre um aumento do isotipo IgG2a, caracterizando um

padrao de resposta Th1. A tabela 10 ilustra comparativamente a magnitude da

resposta de anticorpos induzidos nos animais imunizados.
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Tabela 10 - Avaliagdo da resposta de anticorpos de isotipos de IgG anti-PvMSP-3 nos
soros de camundongos imunizados com a proteina recombinante MSP-3B (FP-3) na
presencga das diferentes combinagées de adjuvantes testados.

Média dos titulos

Adjuvantes IgG1 lgG2a IgG2b Razao
IgG1/lgG2a
Alum 62.933,33 533,33 866,67 118
FliC 88.000 2.666,67 3.466,67 33
CPG-ODN 4.933,33 22.400 .88, 0,22
1826
Alum + CpG 18.133,33  36.266,67 11.733,33 0,50
ODN 1826
FliC + CpG  100.266,67 112.000 768 0,90
ODN 1826

A fim de avaliar se anticorpos anti-MSP33 (FP-3) reconhecem
preferencialmente alguns dos fragmentos (FP-1 ou FP-2), sensibilizamos placas de
ELISA com 2 pg/mL de cada uma das proteinas em estudo e utilizamos como
anticorpo primario soros de camundongos imunizados com a proteina FP-3 na
presenca de ACF/AIF (Figura 12). Ao final do ensaio podemos observar que
anticorpos anti-MSP-33 (FP-3) reconhecem preferencialmente o fragmento FP-1,
além da prépria proteina homéloga. Entretanto, quando realizamos o ensaio com
anticorpo contra a cauda de histidina, observamos que esse fragmento liga menos
na placa do que as outras duas proteinas (FP-2 e FP-3), o que provavelmente

explica esse menor reconhecimento de FP-2.
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Figura 12. Analise comparativa do reconhecimento dos fragmentos da MSP-38 (FP-1
e FP-2) por soros policlonais contra a proteina inteira (FP-3). Placas de ELISA foram
sensibilizadas com 2 ug/mL de cada um dos fragmentos recombinantes da MSP-3p (FP-1
ou FP-2). Os soros policlonais anti-MSP-3 (FP-3) foram testados em diferentes diluicdes a
partir de 1:400. Os resultados estao expressos em DOyg, +/- SEM.

6. Analise da reatividade cruzada entre as proteinas MSP-3a e MSP-33

Para investigar a existéncia de reatividade cruzada entre as proteinas MSP-3a
e MSP-3B, placas de ELISA foram sensibilizadas com cada uma das proteinas
selecionadas (MSP-3a FP-1 ou MSP-3p FP-3), as quais representam a maior parte
de cada umas das proteinas. Utilizamos como anticorpo primario soros policlonais
de camundongo imunizados com a proteina MSP-3a (FP-1) ou MSP-33 (FP-3),
conforme representado na figura 13. Ao final do ensaio podemos observar que,
aparentemente, ndo ha reatividade cruzada entre as proteinas MSP-3a e MSP-3[3 ou

essa reatividade cruzada € muito baixa, pois soros policlonais anti-MSP-33 foram
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capazes de reconhecer fracamente a proteina MSP-3a na placa,

Por outro lado,

soros policlonais anti-MSP-3a nao foram capazes de reconhecer a proteina MSP-3f3

1,2
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Figura 13. Analise da reatividade cruzada entre as proteinas MSP-3a (FP-1) e MSP-313
(FP-3). Placas de ELISA foram sensibilizadas com 2 ug/mL da proteina homoéloga ou
heter6loga. Os soros policlonais foram testados em diferentes dilui¢bes a partir de 1:400. A:
Placa sensibilizada com a proteina MSP-3a (FP-1); B: Placa sensibilizada com a proteina
MSP-3B (FP-3). Os resultados estdo expressos em DOQyg, +/- SEM.

7. Reconhecimento da proteina nativa expressa em merozoitos de P. vivax por

anticorpos anti-MSP-3

Em experimentos de imunofluorescéncia indireta em laminas contendo
esquizontes de P. vivax fixados, observamos, que os anticorpos policlonais anti-
MSP-3 foram capazes de reconhecer a proteina nativa. Desta forma, podemos
observar na figura 14 que os soros dos camundongos imunizados com as proteinas
MSP-3a (FP-1) e MSP-3B (FP-3) na presenca de ACF/AIF, foram capazes de
reconhecer o parasito. De forma semelhante, soros de camundongos imunizados

com as proteinas MSP-33 (FP-1 e FP-2) também foram capazes de reconhecer a
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proteina nativa, porém em menor intensidade (dados ndo mostrados). Assim, ndo sé
os epitopos s&o preservados na proteina recombinante, como eles s&o capazes de
gerar anticorpos em camundongos que reconhecem 0s mesmos epitopos presentes
no parasito. Devido a limitagdo de laminas contendo parasitos, ndo foi possivel
realizar o ensaio com os soros policlonais de camundongos anti-MSP-3a e MSP-33

gerados na presenca dos demais adjuvantes testados.

Claro DAPI ALEXA-488 MERGE

A
Anti-MSP-3a o
(FP-1)
;
B o
Anti-MSP-38 &
(FP-3)

C

Anti-MSP-1 19
(monoclonal) o “
~

Figura 14. Ensaio de imunofluorescéncia indireta com soros de camundongos BALB/c
apoés imunizagdes com cada uma das proteinas baseadas na MSP-3 na presencga de
ACF/AIF. Esquizontes foram incubados com “pool” de soros de camundongos imunizados
(1:50) e adicionados a laminas de IFA. Em seguida a incubacgao, os anticorpos IgG que se
ligaram aos parasitos foram marcados por anticorpos de cabra anti-IlgG de camundongo
conjugados a FITC e o nucleo dos parasitos foram marcados com DAPI. A: soro policlonal
anti-MSP-3a (FP-1); B: soro policlonal anti-MSP-33 (FP-3); C: controle positivo (anticorpo
monoclonal anti-MSP-149). O controle negativo do ensaio foi soro de camundongos
imunizados somente com adjuvante (ACF/AIF), o qual n&o apresentou fluorescéncia (dados
nao mostrados).
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A malaria continua a ser uma das mais importantes causas de morbidade e
mortalidade no mundo. As atuais medidas de controle sdo apenas parcialmente
eficazes e, portanto, o desenvolvimento de uma vacina que possa proporcionar um
elevado grau de protecédo € de alta prioridade. Nos ultimos anos produzimos
diversas proteinas recombinantes baseadas na MSP-1 e AMA-1 de P. vivax a partir
de diferentes sistemas de expressao, as quais foram utilizadas para a imunizagao de
camundongos e macacos na presenca de diferentes formulagdes de adjuvantes
além do proéprio ACF/AIF (CUNHA, 2001; SOARES; RODRIGUES, 2002; ROSA et
al., 2004, 2006, 2007; MUFALO et al., 2008; BARGIERI et al., 2007, 2008; GENTIL
et al., 2010). Com base nos resultados destes estudos, foi proposto nesse projeto
dar continuidade as imunizagbes pré-clinicas em camundongos utilizando as
proteinas recombinantes MSP-3a e MSP-33 de P. vivax produzidas, a partir do
sistema bacteriano de expresséo. O nosso objetivo foi avaliar a imunogenicidade da
PvMSP-3a e da PvMSP-33 em camundongos na presenca de diferentes
formulagcbes de adjuvantes, a fim de selecionar algumas combinagdes antigeno-

adjuvante para serem utilizadas em futuras imunizagdes de primatas ndo humanos.

Inicialmente, avaliamos a imunogenicidade das proteinas recombinantes
MSP-3a (FP-1), MSP-33 (FP-1, FP-2 e FP-3) em camundongos na presenca dos
adjuvantes ACF/AIF. Nosso objetivo foi verificar se a imunizacdo com essas
proteinas recombinantes seriam capazes de induzir titulos altos de anticorpos. Esta
determinacao foi feita por ELISA utilizando placas sensibilizadas com cada uma das
proteinas recombinantes MSP-3a (FP-1), MSP-3B (FP-1, FP-2 e FP-3). Apds o
término do esquema de imunizag¢des (3 doses), concluimos que a imunizagdo com
as proteinas recombinantes MSP-3a (FP-1), MSP-33 (FP-1, FP-2 e FP-3) na

presenca de ACF/AIF foi eficiente, ndo havendo diferenca estatisticamente
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significativa entre elas (Figura 7). Vale a pena salientar que o ACF/AIF foi utilizado
nesse experimento por ser um adjuvante forte, mas que ele nao podera ser utilizado

em pesquisas com primatas.

Como as proteinas foram geradas em E. coli, uma possibilidade é que a
presenca de contaminantes bacterianos (LPS) pudesse estar mascarando os
resultados obtidos. A fim de esclarecer essa questdo, realizamos a imunizagédo de
camundongos C57BL/6 TLR4 KO e Wild Type com cada uma das proteinas, na
auséncia de adjuvantes. Ap6s o término do esquema de imunizagdes (3 doses),
concluimos que o LPS né&o tém interferéncia no nosso sistema, uma vez que nao
observamos diferencas significativas nos niveis de anticorpos obtidos quando
comparamos os dois grupos de animais testados. A unica excec¢ao foi com relagcéo a
proteina MSP-3[3 (FP-2) que, apds a terceira dose, induziu niveis de anticorpos mais
elevados nos animais Wild Type, quando comparado aos animais TLR4 KO (Figura
8). De fato, recentemente, a presenca de LPS nas proteinas em estudo foi
investigada e foi confirmado que um certo grau de contaminacao existe (dados nao
mostrados), mas podemos afirmar pelos resultados apresentados na Figura 8, que

os niveis detectados ndo interferem nas nossas conclusoes.

Um outro dado interessante obtido com esse experimento foi que a proteina
MSP-3B (FP-3), aparentemente, tem uma propriedade adjuvante intrinseca que é
independente do TLR4 (Figura 8). Com base nessas informagdes, € nosso intuito,
futuramente, investigar com mais profundidade esse aspecto estudando o efeito da
interacdo dessa proteina com células dendriticas. E importante ressaltar que a
auséncia de componentes do parasito com propriedades adjuvantes (ativadores de
TLR) &€ uma das barreiras que dificulta o desenvolvimento de vacinas contra

doencgas parasitarias de um modo geral, ao contrario de virus e bactérias que



Discussédo 63

apresentam diversos componentes ativadores de TLR (revisto por KAWAI; AKIRA,

2011).

No que se refere aos estudos com a proteina ortdloga de P. falciparum
(PMMSP-3), varias imunizagdes experimentais tém sido realizadas em camundongos
(BADELL et al., 2000; DRUILHE et al., 2005; POLLEY et al., 2007) e macacos
(HISAEDA et al., 2002; CARVALHO et al., 2005; PERLAZA et al., 2008; TSAI et al.,
2009) com a proteina gerada a partir de diferentes sistemas de expresséo, entre
eles, levedura (Saccharomyces cerevisiae) (HISAEDA et al., 2002; DRUILHE et al.,
2005; PERLAZA et al., 2008) e bactérias Lactococcus lactis (CARVALHO et al.,
2005) ou Escherichia coli (POLLEY et al., 2007; TSAI et al., 2009). Foi demonstrado
que anticorpos anti-PMSP-3 induzidos pela imunizagdo na presenca de Alum foram
capazes de inibir a invaséo de eritrécitos (DRUILHE et al., 2005). Além disso, foi
observado, na maioria dos casos, protecao contra a infeccdo em camundongos e
macacos imunizados com a proteina PMSP-3 na presenca dos adjuvantes
Montanide ISA 720, ACF/ AIF e ASO2 (QS-21 + MPL) os quais estédo representados
na tabela 3 da introdugao (BADELL et al., 2000; HISAEDA et al., 2002; CARVALHO

et al., 2005; PERLAZA et al., 2008; TSAI et al., 2009).

Com base nas informagdes acima, decidimos dar continuidade as imunizagbes
pré-clinicas em camundongos utilizando as proteinas recombinantes MSP-3a (FP-1)
e MSP-3B (FP-3) formuladas na presenca de diferentes adjuvantes, incluindo
agonistas de TLR, uma vez que o ACF n&o é permitido para uso em imunizagdes de
primatas. Apesar dessa restricdo, o ACF é amplamente utilizado para estudos que
avaliam a imunogenicidade de antigenos no modelo murino, e promove altos titulos
de anticorpos IgG. A imunogenicidade destas proteinas recombinantes foi avaliada

em camundongos BALB/c, utilizando como adjuvantes agonistas de TLR [flagelina
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FliC de Salmonella Typhimurium (TLRS5), o qual vem sendo utilizado em testes
experimentais de vacina contra a malaria com bons resultados. Camundongos
imunizados por via parenteral com PvMSP19 na presenca de FIliC, quer misturados
ou ligados geneticamente, apresentaram forte e duradoura respostas de anticorpos
especificos com uma resposta de subclasse IgG1 vigente. A FIliC contém
propriedades adjuvantes e capacidade de induzir resposta humoral e celular, quando
administrada isoladamente, ou em combinagdo com outros adjuvantes (BARGIERI
et al., 2008). Camundongos imunizados por via subcutanea, com FliC-MSP14 de P.
falciparum desenvolveram fortes respostas de anticorpos especificos, com a
predominancia da subclasse IgG1. Estes resultados demonstram que a fusdo da
FliC aos antigenos de Plasmodium é uma alternativa promissora para melhorar a
sua imunogenicidade (BARGIERI et al., 2010) e CpG ODN 1826 (TLR9)] ou com
adjuvantes convencionais, tais como hidroxido de aluminio, saponinas, TiterMax e
AIF. Apesar da restricdo ao Adjuvante de Freund, o mesmo foi incluido em nosso
estudo para efeito comparativo, por ser capaz de induzir altos titulos de anticorpos.
Pode-se observar que apos a terceira dose os animais imunizados com a proteina
recombinante MSP-3a (FP-1) na presenca de diferentes adjuvantes geraram altos
titulos de IgG total. Nao houve diferenca estatisticamente significativa entre os
grupos imunizados na presencga dos adjuvantes AIF, TiterMax e Quil A. Por outro
lado, os titulos de IgG dos grupos imunizados na presenca dos adjuvantes Alum,
FliC e CpG ODN 1826 foram significativamente mais baixos quando comparados ao

grupo do adjuvante AIF (Figura 9).

Observamos que a resposta de anticorpos IgG induzida em camundongos com
a proteina MSP-3B (FP-3) na presenca de diferentes adjuvantes geraram altos

titulos de IgG total. Nao houve diferenca estatisticamente significativa entre os
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grupos imunizados na presenca dos adjuvantes AlF, TiterMax e Quil A. Por outro
lado, os titulos de IgG dos grupos imunizados na presenca dos adjuvantes Alum,
FliC e CpG ODN 1826 foram significativamente mais baixos quando comparado ao
grupo do adjuvante AIF (Figura 10). Consideramos essa informacao importante, pois
o Alum €& um dos poucos adjuvantes licenciados para uso no homem, além de ser
utilizado em outras formulagdes vacinais disponiveis comercialmente, as quais séo
baseadas em proteinas recombinantes, como a vacina contra a hepatite B (varios

fabricantes) e HPV (Gardasil®, Merck) (STOUTE et al., 1997).

Com a proteina ortéloga de P. falciparum o Alum foi o adjuvante mais utilizado
em estudos clinicos preliminares. A formulagcdo PMMSP-3 na presenca do adjuvante
Alum foi segura e imunogénica em todos os casos demonstrados na tabela 4 da
introducdo (AUDRAN et al., 2005; DRUILHE et al., 2005; ELSEN et al., 2009; NEBIE
et al., 2009; LUSINGU et al., 2009). Além disso, a vacina recombinante RTS,S
contra a malaria falciparum foi formulada em Alum + MPL (SBAS4), a qual foi muito
menos potente do que a emulsdo atualmente utilizada em testes clinicos de fase 2,
que consiste em MPL + QS-21, em agua em oOleo (SBAS2). Esse fato reforga a
importancia de se buscar adjuvantes alternativos para uso com proteinas

recombinantes de malaria.

Apdés demonstrarmos que a proteina recombinante MSP-33 (FP-3) foi
imunogénica em camundongos na presen¢a dos diferentes adjuvantes testados,
selecionamos essa proteina para ser testada de forma combinada com os
adjuvantes CpG ODN 1826 + FIiC e CpG ODN 1826 + Alum, com o objetivo de
avaliar se o CPG-ODN 1826 poderia melhorar a eficiéncia de Alum ou FIiC. A
combinagdo de CPG-ODN 1826 com outros adjuvantes ja vem sendo explorada em

outros trabalhos. Em 2008, BARGIERI e colaboradores utilizaram a combinacéo de
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CPG-ODN 1826 com FliC em testes experimentais de vacina contra a malaria vivax
que resultou em uma resposta mais equilibrada, avaliada pela razédo 1gG1/1gG2.
Neste experimento (Figura 11), observamos que as formulagbes combinadas foram
capazes de induzir titulos de anticorpos IgG estatisticamente mais altos (nos dois
casos) do que os grupos que receberam apenas a proteina emulsificada em um

unico adjuvante (Alum ou FIiC).

Os isotipos de IgG predominantes na resposta induzida com as proteinas MSP-
3a (FP-1), MSP-3p3 (FP-1, FP-2 e FP-3) na presenca dos adjuvantes ACF/AIF, foram
IgG1, IgG2a e 1gG2b, caracterizando uma resposta mista Th1/Th2 (Tabela 7). Por
outro lado, para os dominios selecionados da MSP-3 [MSP-3a (FP-1) e MSP-3 (FP-
3)] a andlise dos isotipos de IgG demonstrou um predominio de 1gG1, IgG2a e IgG2b
caracterizando um padrdo de resposta mista Th1/Th2 para a maioria dos grupos
testados, exceto para a proteina MSP-3a (FP-1) na presenca dos adjuvantes Alum,
FliC e Quil A e para proteina MSP-3p (FP-3) na presenca do adjuvante Alum que
demonstrou um predominio de IgG1 caracterizando um padrao de resposta Th2. Os
adjuvantes Alum e FIliC sdo indutores de resposta do tipo Th2, o que pode ser
comprovado pelos altos titulos de 1gG1 detectados (Tabelas 8 e 9). Entretanto,
utilizando a proteina MSP-3B (FP-3) na presenca dos adjuvantes CpG-ODN 1826 +
Alum e CpG ODN 1826 + FIliC, a adicdo do CpG ODN 1826, potente indutor de
resposta Th1, utilizado de forma combinada com os adjuvantes FliC e Alum foi
capaz de mudar a resposta imune para um padrao de resposta Th1, pois ocorreu um

aumento do isotipo IgG2a (Tabela 10).

Diversos estudos de resposta celular mostraram que o Alum pode estimular
uma resposta do tipo Th2, isso implica em um grande problema para o

desenvolvimento de vacinas contra doengas que sao inteira ou parcialmente
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dependentes de resposta do tipo Th1, como por exemplo o HIV, a tuberculose e a
malaria (revisto por BREWER, 2006). Em situacdes experimentais este problema
pode ser resolvido com a utilizagéo de diferentes adjuvantes experimentais, como o
adjuvante ACF/AIF, capaz de induzir resposta do tipo Th1. Entretanto a utilizagao
deste adjuvante pode promover inflamacdo, endurecimento e até necrose no local
da aplicagdo. Claramente, a falta de um adjuvante clinicamente aplicavel, capaz de
induzir uma resposta do tipo Th1, representa um obstaculo significativo a aplicagao
efetiva de vacinas contra essas doencas (revisto por BREWER, 2006). Uma possivel
solugdo € a constituicao de sistemas de adjuvantes capazes de promover o
balanceamento de uma resposta conforme desejado, como por exemplo os sistemas

utilizados no presente estudo, CpG ODN 1826 + Alum ou CpG ODN 1826 + FIiC.

As proteinas em estudo sado boas candidatas a testes a vacina contra a malaria
por todas as caracteristicas ja descritas acima, assim como foi possivel observar que
anticorpos policlonais anti-MSP-3 foram capazes de reconhecer a proteina nativa,
nao s6 os epitopos sdo preservados na proteina recombinante, como eles sao
capazes de gerar anticorpos em camundongos que reconhecem 0OS mesmos
epitopos presentes no parasito. Nao ha reatividade cruzada entre as proteinas MSP-
3a (FP-1) e MSP-3B8 (FP-3), pois ndo houve reconhecimento do anticorpo por
nenhum dos antigenos. Anticorpos anti-MSP-33 (FP-3) reconhecem os dois
fragmentos da proteina (FP-1 e FP-2). Sendo assim, as proteinas presentes nesse

estudo, séo 6timas candidatas a testes pré-clinicos em primatas ndo humanos.
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Nossos resultados demonstram que as proteinas recombinantes:
PVYMSP-3 a (FP-1), PvMSP-33 (FP-1, FP-2 e FP-3) foram altamente
imunogénicas em camundongos BALB/c quando administradas na

presenca de ACF/AIF.

A proteina MSP-33 (FP-3) tem uma propriedade intrinseca adjuvante
que é independente do TLR4 e o LPS n&o tém interferéncia no nosso

sistema.

As proteinas recombinantes PvMSP-3a (FP-1) e PvMSP-33 (FP-3)
foram altamente imunogénicas em camundongos BALB/c quando
administradas na presenca dos diferentes adjuvantes testados. Dentre
as formulagdes testadas, aquelas contendo os adjuvantes CPG ODN
1826, Quil A, TiterMax e adjuvante incompleto de Freund foram mais

imunogénicas.

Anticorpos induzidos em camundongos pela imunizacdo com as
proteinas MSP-3a (FP-1) e MSP-3p (FP-1, FP-2 e FP-3) na presenca do
adjuvante ACF/AIF (policlonais) foram capazes de reconhecer a proteina
exposta em isolados naturais de P.vivax, sugerindo que estes mesmos

epitopos estdo preservados na proteina recombinante.

Em conjunto, nossos resultados sugerem que algumas combinacdes
antigeno-adjuvante testadas aqui s&o consideradas promissoras para

futuros testes pré-clinicos em primatas ndo humanos.
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A.1. Comparacgao da resposta de anticorpos IgG de camundongos BALB/c apés

imunizagao com cada uma das proteinas recombinantes baseadas na MSP-3 na

presenca de ACF/AIF.

MSP-3a MSP-33 MSP-3(3 MSP-33
ACF/AIF FP-1) FP-1) FP-2 FP-3
12 | 22 | 32|12 | 22| 32 |12 | 22 | 32| 12 | 22 | 32
1a *% *%k% nS *%k% *%
MSP-3a
(FP-1) | 22 ns ns ns ns
32 ns ns ns
1a nS nS *%k% *k%
MSP-34
(FP-1) | 22 ns ns ns
32 ns ns
1a *%k% *%k% ns
MSP-38
(FP-2) 22 ns Fk
32 ns
1a *%k% *%k%
MSP-38
(FP-3) |22 ns
3a

ns = nao significativo P>0,05, (*) = P<0,05, (**) = P< 0,01 e (***) = P<0,001.
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A.2. Avaliagcdo comparativa da resposta de anticorpos

IgG

induzida em

camundongos Wild Type e Knockout (TLR4/LPS -) imunizados com as proteinas

recombinantes baseadas na MSP-3 na auséncia de adjuvante.

Knockout Wild Type Knockout Wild Type
MSP-3a (FP-1) | (TLR4/LPS -) MSP-3B (FP-1) | (TLR4/LPS -)
12 | 22| 32 | 12 | 22 32 12 |1 22| 32 | 12 | 22 | 32
12 ns | ns | ns 12 ns | ** | ns
Knockout Knockout
TLR4/LPS- TLR4/LPS-
( ) 2a nS nS ( ) 2a *k% nS
3a nS 3a nS
12 ns | ns 12 x| wxn
Wild Type Wild Type
23 nS 2a *kk
3a 3a
Knockout Wild Type Knockout Wild Type
MSP-3B (FP-2) | (TLR4/LPS -) MSP-3B (FP-3) | (TLR4/LPS -)
12 | 22| 32 | 12 | 22 | 32 121 22| 32 | 12 24 32
12 ns | ** | ns 12 ns| ns | ns
Knockout Knockout
TLR4/LPS- TLR4/LPS-
( ) 2a *kk ns ( ) 22 ns ns
3a * 3a ns
1 a *k% *k% 1 a ns *k%
Wild Type Wild Type
23 *k*k 23 *k%
3a 3a

ns = n&o significativo P>0,05, (*) = P<0,05, (**) = P< 0,01 e (***) = P<0,001.
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A.3. Comparacgao da resposta de anticorpos IgG de camundongos BALB/c apés
imunizagdo com a proteina recombinante MSP-3a (FP-1) na presenga de

diferentes adjuvantes.

MSP-3a Alum FliC CpG ODN Quil A TiterMax AIF
(FP-1) 1826
1 a 23 3a 1 a 23 3a 1 a 28 33 1 a 23 3a 1 a 28 33 1 a 28 3a
1a ns ns ns nS *k*k *k%* *k*
Alum
23 nS nS *% * k% * k% *kk
33 ns *%k% *%% *%k% *%%
1a ns *k*k ns *k*k *%k%* *k*k
FliC
23 nS nS *k* *k*k *k%k
38 * *%k% *%% *%k%
CPG 1 a *%k% *%% *%% *%k% *%%
ODN
1 826 28 *% *%k% *%k% *k%k
33 *k%k *%k% *k%k
18 *%k% *%k% * *%k%
Quil A
2?2 ** ns ns
3@ ns ns
1 a nS *%k%* nS
TiterMax
2° * ns
32 ns
13 nS *k%
AIF
23 *%%
33

ns = n&o significativo P>0,05, (*) = P<0,05, (**) = P< 0,01 e (***) = P<0,001.
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A.4. Comparacgao da resposta de anticorpos IgG de camundongos BALB/c apés
imunizagdo com a proteina recombinante MSP-3f (FP-3) na presenga de

diferentes adjuvantes.

CpG ODN
MSP-33 Alum FliC p1 826 Quil A TiterMax AIF
(FP-3)
1 a 23 3a 1 a 23 33 1 a 23 33 1 a 23 33 1 a 23 33 1 a 23 33
13 *k*k *k* nS ns * *k%* *k*k
Al Za nS nS *k*%k **%k%* *%k% *%k%k
um
33 * *k% *k% *k*k *k%
13 *%k% *%k% nS * *%k% *%k%*
23 *k*k *kk *kk *k*k *kk
FliC
33 ns *% nS **k%k
CPG 1a * k% *k% *% * k% * k%
ODN | 2a ns ns ** o
1826 32 ns ns *
13 *k* *k% *k%* *k*
Quia |2 ns ns ns
ul
3a ns ns
13 *k*k *% ns
2a ns ns
TiterMax
3a ns
13 *%k% *%k%
a ns
AIF 2
33

ns = ndo significativo P>0,05, (*) = P<0,05, (**) = P< 0,01 e (***) = P<0,001.
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A.5. Comparacgao da resposta de anticorpos IgG de camundongos BALB/c apés

imunizagdao com a proteina recombinante MSP-38 (FP-3) na presenga das

diferentes combinagdes de adjuvantes.

MSP-3p Alum FliC CpG ODN Alum + CpG FliC + CpG
(FP-3) 1826 ODN 1826 ODN 1826
1a 2a 3a 1a 2a 3a 1a 22 3a 12 22 3a 12 22 3a
12 *kk | kkk ns *kk
Alum
23 ns *kk Kk
3a *kk *kk
12 il I IS *kk
FliC
23 *k* *k*k *%k%*
3a ns *kk
CPG 12 *kk | kkk | kkk *kk
ODN
22 ns ns ns
1826
32 ns K,k
Alum 12 *kk KKk ns
+
cpG | 2° ns ns
ODN 3a s
1826
FliC 12 *kk | kkk
+
a
CpG 2 ns
ODN 33
1826

ns = ndo significativo P>0,05, (*) = P<0,05, (**) = P< 0,01 e (***) = P<0,001.








