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RESUMO

LIMA, L. C. Avaliacdo da imunogenicidade de proteinas recombinantes
baseadas em antigenos de diferentes estagios do Plasmodium vivax
expressos em Pichia pastoris. 2014. 138 f. Tese (Doutorado) - Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sdo Paulo, Sao Paulo. 2014.

O Plasmodium vivax é a espécie causadora de malaria de maior distribuicdo mundial
e maior prevaléncia nas Ameéricas. A complexidade do ciclo de vida do parasito e
sua extensa diversidade antigénica tém dificultado a obteng¢do de uma vacina eficaz
e inferem que seja pouco provavel que este objetivo seja alcangado utilizando um
unico antigeno. Neste contexto, a combinagcdo de regides imunodominantes de
antigenos de um ou mais estagios do ciclo de vida do Plasmodium pode ser uma
estratégia com melhor prognostico na indugdo de resposta imune protetora e
duradoura contra a atividade parasitaria. Este trabalho avaliou a imunogenicidade,
em camundongos, de uma formulag&o vacinal composta pela mistura dos antigenos
CSP, pré-eritrocitico e AMA-1, o qual é expresso em ambos o0s estagios, pré-
eritrocitico e eritrocitico assexuado. A proteina quimérica yPvCSAllg, que contém
epitopos para células B da regido central (repeats) das 3 variantes alélicas PvCSP-
VK210, PvCSP-VK247 e PvCSP-P. vivax-like fusionados, e a yPvAMA-1 foram
expressas com sucesso em leveduras Pichia pastoris e purificadas por métodos
cromatograficos para a imunizacdo de camundongos BALB/c e C57BL/6, na
presencga do adjuvante Poly(l:C), agonista de TLR3. Por ELISA, foram determinados
os titulos de anticorpos, as subclasses de IgG e a avidez destes pelas proteinas
indutoras, administradas isoladamente ou em combinagao. A resposta de anticorpos
anti-yPvCSAll;. mostrou ser linhagem dependente, tendo sido observado altos
titulos de anticorpos IgG (10°) em C57BL/6, os quais se mantiveram elevados por
até 6 meses apos a ultima dose. Os anticorpos anti-yPvCSAllg_, predominantemente
IgG1, foram capazes de reconhecer proteinas representando as 3 variantes alélicas.
No geral, a coadministragdo dos antigenos yPvCSAllf. e yPvAMA-1 nao
comprometeu a resposta de anticorpos individual. Utilizando este protocolo de
vacinagéo néo foi possivel detectar resposta proliferativa de células TCD3*TCD4" ou
TCD3*TCD8" especificas apds a estimulagdo com yPvCSAllr.. Os indices de
proliferagdo (8,31%) e o padrao de secregao das citocinas IFN-y, IL-2, TNF-a e IL-
10, associados a yPvAMA-1, sofreram redugdo com a coadministragao de antigenos
(6,33%) e alteracdo, com elevagéo de IL-2 em detrimento das demais citocinas. Os
dados gerados no estudo das formulagbes vacinais apresentadas neste trabalho
podem ser Uteis para o desenvolvimento de uma vacina anti-P. vivax, principalmente
por explorarem estratégias de combinagéo e fusdo de antigenos.

Palavras-chave: Vacina; Plasmodium vivax; Pichia pastoris; proteina recombinante.



ABSTRACT

LIMA, L. C. Immunogenic evaluation of recombinant proteins expressed in
Pichia pastoris based on Plasmodium vivax antigens from different parasite
stages. 2014. 138 f. Tese (Doutorado) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da
Universidade de Sao Paulo, S&o Paulo. 2014.

Plasmodium vivax is the species of malaria more widely distributed worldwide and
with higher prevalence in the Americas. The complexity of the parasite life cycle and
its extensive antigenic diversity have hampered the achievement of an effective
vaccine and infer that it is unlikely that this goal will be achieved using a single
antigen. In this context, the combination of immunodominant regions of antigens of
one or more stages of the Plasmodium life cycle can be a strategy with better
prognosis at inducing protective and durable immune responses against this
parasite. Our study assessed the immunogenicity of vaccine formulations consisting
of mixture of antigens CSP, pre-erythrocytic and AMA-1, which is expressed in the
both stages, pre-erythrocytic and erythrocytic asexual, in mice. The chimeric protein
yPvCSAllr, which contains B-cell epitopes of the central region (repeats) of the 3
allelic variants PvCSP-VK210, PvCSP-VK247 and PvCSP-P. vivax-like fused, and
the yPvAMA-1 were successfully expressed in the yeast Pichia pastoris and purified
by chromatographic methods for immunization of BALB/c and C57BL/6 mice in the
presence of the adjuvant Poly(l:C), a TLR3 agonist. By ELISA, we determined the
titles, IgG subclasses and the avidity of the antibodies to these proteins, administered
alone or in combination. The immune response to yPvCSAllr. proved to be
dependent on mouse strain, having been observed high titers of IgG antibodies (10°)
in C57BL/6, which remained high for up to 6 months after the last dose. Anti-
yPvCSAllr. antibodies, predominantly 1gG1, were able to recognize proteins
representing the 3 allelic variants. In general, the co-administration of yPvCSAllg_ and
yPvAMA-1 antigens did not compromise the individual antibodies response. Using
this vaccination protocol, we could not detect cell specific proliferative responses of
TCD3*'TCD4" or TCD3*TCD8" after stimulation with yPvCSAllr.. The proliferation
(8.31%) and the pattern of secretion of cytokines IFN-y, IL-2, TNF-a and IL-10,
associated with the yPvAMA-1, were reduced during the co-administration (6.33%)
and compensated by the elevation of IL-2. The data generated on the study of
vaccine formulations presented in this thesis may be useful for the development of a
vaccine anti-P. vivax, mainly by exploiting strategies of combination and fusion of
antigens.

Keywords: Vaccine; Plasmodium vivax; Pichia pastoris; recombinant protein.
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1 INTRODUGAO
1.1 Aspectos epidemiolégicos da malaria

A malaria € um grave problema de saude publica mundial e indiscutivelmente a
doenca parasitaria tropical mais devastadora do mundo. Esta patologia leva a 6bito
criangas, com idade inferior a 5 anos, mais do que qualquer outra doenca.
Corresponde a quinta causa de morte por doenga infecciosa no mundo e a segunda
na Africa (WHO, 2013). De acordo com as ultimas estimativas, no ano de 2012,
foram registrados cerca de 207 milhdes de casos e aproximadamente 627 mil
mortes no mundo (WHO, 2013). A maioria dos casos, desse numero alarmante,
concentra-se na Africa Tropical, e os demais se distribuem nas Ameéricas Central e
Sul, Sudoeste da Asia e ilhas da Oceania (Figura 1). Estima-se que 3,3 bilhdes de

pessoas vivam em areas de risco.
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Figura 1 — Paises, areas de risco e ocorréncia de transmissao de malaria. Em cinza, as
regides com dados insuficientes. Em verde, regides com 0-20% da populagéo sob risco de
infecgdo. Em azul, regides com 20-40%. Em amarelo, regides com 40-60%. Em laranja,
regides com 60-80%. Em vermelho, regides com 80-100%. Fonte: ®2013 Global Malaria
Mapper.
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Parasitos do filo Apicomplexa, género Plasmodium, Plasmodium falciparum,
Plasmodium vivax, Plasmodium malariae e Plasmodium ovale, sao seus agentes
etiolégicos. Ha indicios que apontam um quinto agente, o Plasmodium knowlesi, que
usualmente infecta primatas ndo humanos, mas, que nos ultimos anos, foi associado
a casos de malaria humana, nas Filipinas, Malasia e Tailandia (WHITE 2008; LEE et
al. 2009; KANTELE e JOKIRANTA 2011; SINGH e DANESHVAR 2013).

O P. vivax e o P. falciparum sao as principais espécies que afetam o homem. Entre
estas o P. vivax possui a maior distribuicdo geografica (GARCIA, 2010;
WESTENBERGER et al., 2010), e corresponde a segunda espécie em prevaléncia
mundial. Em 2012, as infec¢des por P. vivax, foram relacionadas a 19% de todos os
casos registrados no mundo, indice que sobe para 65% quando focamos a regiao
das Américas (WHO, 2013).

O Brasil foi responsavel por aproximadamente 52% dos casos de malaria e 59% das
mortes nas Américas, em 2012 (WHO, 2013), infecgdo que atinge principalmente as
populagdes da Bacia Amazénica e viajantes (OLIVEIRA-FERREIRA et al., 2010). A
média de casos registrados entre 2004 e 2010 mostra um declinio na incidéncia de
malaria no pais (MINISTERIO DA SAUDE, 2010), porém o nimero de casos que se
mantém elevado, possui distribuicdo heterogénea. A area de endemicidade do Brasil
limita-se a Amazénia Legal, composta pelos Estados do Acre, Amapa, Amazonas,

Mato Grosso, Para, Rondbnia, Roraima, Tocantins e parte do Maranhao.

As espécies do parasito encontradas no territério brasileiro sao Plasmodium
falciparum, P. vivax e P. malariae. Até a década de 80, registrava-se uma
equivaléncia de casos de malaria falciparum e malaria vivax, espécies prevalentes,
mas o numero de casos associados a P. vivax esta significativamente se
distanciando. Hoje, P. vivax € a principal espécie causadora de malaria, sendo

responsavel por 85% dos casos registrados (WHO, 2013).

A malaria é uma doenga aguda sistémica cuja principal caracteristica clinica, em
individuos nao imunes, é a febre, acompanhada de calafrios e sudorese. Junto a
esses sintomas, os pacientes, muitas vezes, sdo acometidos por dores de cabeca,
fadiga e nauseas. Apesar das complicagdes e da morbidade associada a infecgao,
costumeiramente serem associadas apenas ao P. falciparum, novas abordagens e
investigagcdes, assumindo a relevancia de P. vivax, identificam o registro de

complicagdes decorrentes da infeccdo por esta segunda espécie (ALEXANDRE et
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al.,, 2010; CHOI et al., 2004; DANIEL-RIBEIRO; LACERDA; OLIVEIRA-FERREIRA,
2008; KOCHAR et al., 2005; PRAKASH et al., 2003).

As principais complicagbes da malaria vivax sdo a anemia e a trombocitopenia,
associados a outros disturbios hematoldgicos. A primeira é resultado do parasitismo
direto das células sanguineas vermelhas do hospedeiro, e o quadro de
trombocitopenia como resultado da combinagdo de disturbios na coagulagédo, da
esplenomegalia, de alteragdes na medula 6ssea (LACERDA et al.,, 2011) e de
plaquetas, cuja fagocitose apresenta correlagdo positiva com os niveis de TNF-a
circulante (COELHO et al., 2013). O que mostra que a malaria vivax nao sé nao

deve ser mais descrita como benigna, como ndo deve mais ser negligenciada.

1.2 Ciclo de vida do Plasmodium sp

A investigacao da interagdo entre parasito e hospedeiro humano vem beneficiando-
se de avangos nos campos de manipulagcdo genética e tecnologia de imagem, os
quais estao permitindo que achados in vitro sejam extrapolados e testados in vivo
(AMINO; MENARD; FRISCHKNECHT, 2005).

O inicio da infeccdo humana é marcado pela transmissdo do parasito, sob a forma
de esporozoitos, ao hospedeiro humano pelo mosquito fémea Anopheles sp
infectado, durante o repasto sanguineo (Figura 2). Os esporozoitos, apesar de nao
apresentarem cilios ou flagelos, sdo formas moveis, cuja motilidade esta
intimamente associada a reorientacdo de proteinas em sua superficie, essenciais
para a invasao das células do hospedeiro humano (VANDERBERG, 1974; YOELI,
1964), sado inoculados na pele (KRETTLI;, DANTAS, 2000; SIDJANSKI;
VANDERBERG, 1997), local de onde seguem para os hepatdcitos.

O modo como o parasito chega aos hepatdcitos precisa ser melhor investigado,
havendo 2 hipdteses possiveis, o uso direto de capilares dérmicos (SIDJANSKI,;
VANDERBERG, 1997) e/ou a invasao do sistema linfatico, pelo qual o parasito

também alcancga a circulagdo sanguinea por canais linfaticos (AMINO et al., 2006).
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Os hepatocitos sdo infectados através da parede sinusoide, que € composta por
células de Kupffer, macrofagos hepaticos, apds o reconhecimento de receptores de
superficie (SINNIS et al., 1996). No interior dos hepatdécitos, os esporozoitos séo
diferenciados em trofozoitos que se multiplicam por esquizogonia originando
esquizontes teciduais, que se abrigam no interior de um vacuolo parasitoforo. Esta
primeira fase do ciclo € denominada pré-eritrocitica ou tecidual. Nas infecgdes por P.
vivax e P. ovale ha a particularidade de serem encontradas formas latentes do
parasito, que permanecem no interior dos hepatécitos e sdo denominadas
hipnozoitos, formas do parasito que s&o responsaveis pelas recaidas tardias da

doenga.

Em modelo murino de P. berghei, demonstrou-se que a morte celular deflagrada
pela degeneragdo das mitocdndrias do hepatdcito leva ao rompimento do vacuolo
parasitéforo e a formagdo de uma estrutura denominada merossomo que abriga
milhares de merozoitos. A membrana do merossomo é derivada da membrana
celular do hospedeiro que sofre um remodelamento, protegendo o parasito da agéo
de células fagociticas durante o percurso até o lumen dos sinuséides do figado, local
em que os merozoitos s&o liberados. Os merozoitos que atingem a circulagéo
encaminham-se para o pulmao, onde o elevado afluxo sanguineo oferece as

melhores condigdes para o inicio da invas&o dos eritrocitos (STURM et al., 2006).

E a invasdo dos eritrocitos que marca o inicio da fase eritrocitica do ciclo de vida do
parasito. A interagdo do merozoito com o eritrocito também envolve o
reconhecimento de receptores especificos, glicoforinas para P. falciparum e a
glicoproteina do grupo sanguineo Duffy para P. vivax. Outra diferenca que pode ser
observada é que P. falciparum parasita eritrocitos de todas as idades, enquanto que
P. vivax invade apenas reticulécitos, células imaturas. Estas caracteristicas possuem
implicagcdes diretas sobre a parasitemia verificada nas infecgbes pelas diferentes
espécies de Plasmodium (MUELLER et al., 2009).
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Figura 2 - Representacao esquematica do ciclo de vida do Plasmodium no hospedeiro
vertebrado. Mosquito Anopheles sp. (1), esporozoitos (2), hipnozoitos (3), merozoitos (4),
gametacitos (5). Adaptado de: (JONES; GOOD, 2006).

O desenvolvimento intra-eritrocitico ocorre por esquizogonia com consequente
formagdo de merozoitos que invadirdo novas células sanguineas. Eventualmente,
alguns trofozoitos diferenciam-se em estagios sexuados, gametdcitos feminino e
masculino, que nao sofrem divisdo e seguirdo seu desenvolvimento no hospedeiro
invertebrado (Figura 2 e Figura 3). No mosquito Anopheles sp, ocorre a fecundagao
de gametdcitos e sdo originados os esporozoitos que permanecem armazenados
nas glandulas do vetor até sua préxima hematofagia, momento no qual estas formas
do parasito sao transferidas para o hospedeiro vertebrado infectando-o. A Figura 3

descreve com detalhes a evolugdo dos gametdcitos ingeridos pelo mosquito.
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Figura 3 - Representaciao esquematica do ciclo de vida do Plasmodium no mosquito
vetor. Gametdcitos feminino (1) e masculino (2) se diferenciam em gametas (3,4). Apos a
completa meiose, o gametdcito masculino origina 8 gametas (4) em um processo
denominado exflagelagdo. O gameta masculino fecunda o gameta feminino (5) gerando um
zigoto (6), o qual se diferencia em um oocineto movel (7). Cerca de 24h depois, 0 oocineto
maduro primeiro atravessa a matriz peritrofica (linha laranja) e em seguida o epitélio do
intestino médio (8), depois de se diferenciar em oocisto (9). O oocisto desenvolve-se
durante aproximadamente 10 dias (10, 11) e quando atinge a maturidade libera
esporozoitos na circulagdo (hemolinfa) (12). Os esporozoitos circulantes reconhecem e
invadem as glandulas salivares do mosquito (13). Adaptado de: (GHOSH; JACOBS-
LORENA, 2009).

1.3 Estratégias de controle da malaria

O alicerce para o controle da doenca, atualmente, baseia-se na prevencido e
tratamento precoce e adequado com o uso de quimioterapicos antimalaricos. Os
quimioterapicos visam interromper a esquizogonia sanguinea, responsavel tanto
pela patogenia quanto pelas manifestagdes clinicas da malaria, e particularmente
para P. vivax, prevenir a ocorréncia de recaidas associadas a esquizontes teciduais
(WHO, 2013).
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A prevencao é feita principalmente atuando sobre o vetor transmissor. A protecao do
individuo da picada do mosquito Anopheles sp explora agdes como pulverizagdes de
inseticidas e o uso de mosquiteiros impregnados também com inseticidas (WHITE,
2011; WHO, 2013). Apesar de efetivo, 0 uso continuo de um nuamero limitado de
pesticidas favoreceu o desenvolvimento de resisténcia pelo vetor (BUTLER, 2011),
fato que associado a selecdo de cepas do parasito pelos antimalaricos
preconizados, resultado do emprego inadequado e indiscriminado destas moléculas,
bem como algumas diversidades espécies-especificas como a existéncia de formas

latentes, atuam como limitantes da erradicagao (Figura 4).

Figura 4 - Situagao atual do controle da malaria no mundo. Em vermelho, paises sob
controle. Em amarelo, em pré-eliminagdo. Em verde, em eliminagdo. Em azul, em fase de
prevencao de reintroducao. Fonte: ®2013 Global Malaria Mapper.

Neste contexto, novas estratégias terapéuticas sao necessarias para o combate a
infecgdo, e a maioria dos especialistas em saude publica concorda que
adicionalmente sera necessaria a inclusao de uma vacina eficaz, que corresponde a
agao mais promissora e com melhor custo beneficio (ARNOTT et al., 2013;
GREENWOOD, 2005; MALERA CONSULTATIVE GROUP ON VACCINES, 2011). O
pouco conhecimento acerca dos mecanismos imunolégicos envolvidos na

manifestacdo das inumeras doencas infecciosas ndao impediu 0 sucesso na
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obtencao de vacinas contra muitas delas. Porém, mais de 40 anos apds os primeiros
experimentos de imunizagdo, ndo ha disponivel uma vacina eficaz para humanos

contra malaria.

Os mecanismos imunes envolvidos na protegcdo contra a malaria sdo extremamente
complexos, repletos de lacunas e com alta variabilidade da resposta do hospedeiro
humano frente a diversidade de antigenos do parasito, porém analises
experimentais e observagdes de campo sugerem que a indugao de uma imunidade
protetora contra a malaria possa ser um objetivo tangivel. Corroboram para essa
hipétese o desenvolvimento de protecdo assintomatica como resultado da
inoculagdo de esporozoitos irradiados em camundongos (NUSSENZWEIG RS,
VANDERBERG J, 1967), em primatas ndo humanos (COLLINS et al., 1989) e no
homem (CLYDE, 1990; EPSTEIN et al.,, 2011; RIECKMANN et al.,, 1979); o
desenvolvimento de uma imunidade naturalmente adquirida altamente variavel frente
& exposigdo ao parasito que é cepa-especifica (AREVALO-HERRERA; CHITNIS;
HERRERA, 2010; DREW et al., 2012) que pode ser de longa duragao e resultado de
minima exposi¢ao ao parasito, ou ainda de curta duragéo, necessitando de multiplas
elou continuas exposi¢des (DOOLAN; DOBANO; BAIRD, 2009; MUELLER et al.,
2013); e a indugdo de protegcdo pela transferéncia passiva de anticorpos de
individuos “imunes” (SABCHAREON et al., 1991).

O desafio do desenvolvimento das formulacdes vacinais permanece na identificacao
da melhor combinagao de imunoestimuladores. A busca por essa formulagao eficaz
avancga explorando abordagens racionais em frentes complementares de pesquisa,
na identificacdo, selegcado e produgao de antigenos, e no desenvolvimento de fatores
auxiliares de estimulagdo, os adjuvantes. As abordagens racionais estao longe de
simplificar o processo de desenvolvimento de uma formulagdo vacinal eficaz, uma
vez que o parasito expressa ao longo das 3 fases de seu ciclo biologico (pré-
eritrocitica, eritrocitica assexuada e eritrocitica sexuada) mais de 5 mil proteinas,
cada uma um antigeno potencial, em sua maioria bastante polimoérficas. Superando
estes obstaculos, limitagdes técnicas criticas, logisticas e financeiras ainda estéao
presentes, o que inclui auséncia de técnicas robustas de validacdo dos ensaios de
desafio e consideragbes éticas (HERRERA; CORRADIN; AREVALO-HERRERA,
2007).
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Nenhuma vacina contra a malaria foi licenciada. Os informes mais recentes relatam
1 unica formulacédo candidata em estudos clinicos de fase lll, 14 passam por testes
clinicos de fase | e Il e 17 em estudos pré-clinicos (WHO, 2013). Mais de 60%
dessas candidatas baseiam-se em 3 antigenos clonados ha mais de 20 anos, a
Proteina Circunsporozoita (CSP, do inglés Circumsporozoite Protein), a Proteina 1
de Superficie de Merozoito (MSP-1, do inglés Merozoite Surface Protein 1) e o
Antigeno 1 de Membrana Apical (AMA-1, do inglés Apical Membrane Antigen 1)
(GIRARD et al., 2007; WHO, 2013). A complexidade do ciclo de vida e a intensa
diversidade antigénica do Plasmodium inferem que o reconhecimento de um unico
imundgeno possa ser insuficiente para a obtengcdo de uma vacina eficaz, fato que
estimula a obtencéo de formulagdes compostas por antigenos alvo provenientes de
multiplos estagios, ou multiantigenos, explorando os beneficios individuais de cada
anticorpo, célula efetora e citocinas gerados (FERRARO et al.,, 2013; GOOD;
DOOLAN, 2010).

O desenvolvimento intracelular do parasito atua como mecanismo de escape da
agao imune do hospedeiro, reduzindo a agao de fatores imunoldgicos, por isso as
estratégias vacinais sédo direcionadas a curtos periodos de tempo antes da invaséo
de hepatdcitos, reinvasao de eritrocitos ou fertilizagdo de gametas, em que o
parasito fica exposto e suscetivel (GIRARD et al., 2007; HERRERA et al., 2005;
REED; FRIEDE; KIENY, 2006).

Uma formulagao vacinal direcionada para a fase pré-eritrocitica do ciclo de vida visa
gerar anticorpos capazes de neutralizar os esporozoitos e impedi-los de invadir
hepatocitos (HOLLINGDALE, 1990), bem como obter uma imunidade mediada por
células TCD3'TCD8" e citocinas, como IFN-y, capaz de eliminar células parasitadas,
bloqueando a infecgao (HAFALLA; SILVIE; MATUSCHEWSKI, 2011; HOFFMAN;
DOOLAN, 2000; NARDIN; NUSSENZWEIG, 1993; RODRIGUES et al., 1991; TSUJI,
2010; WALTHER, 2006) e oferecendo imunidade estérii (NUSSENZWEIG;
NUSSENZWEIG, 1989).

A vacina contra malaria mais avangada documentada utiliza esta estratégia. Foi
desenvolvida numa colaboragdo do Walter Reed Army Institute (WRAIR) e da Glaxo
Smith Kline (GSK). A RTS,S é uma vacina de subunidades recombinantes expressa
em leveduras Saccharomyces cerevisiae, especificamente direcionada para o P.

falciparum. O antigeno de superficie (S) da Hepatite B € utilizado como matriz para a
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porcao C-terminal e os repeats de PfCSP, que é administrada com poderosos
sistemas adjuvantes (AS, do inglés adjuvant system) como emulsdes 6leo em agua
(ASO02) ou suspensao lipossomal (ASO1), ambos, apresentagdes dos
imunoestimulantes monofosforil lipidio A (MPL) e saponina QS21 purificada de
Quillaja saponaria (AGNANDJI et al., 2012; BOWMAN et al., 2013; CAMPO et al.,
2014; GARCON; HEPPNER; COHEN, 2003; GUINOVART et al., 2009; WHITE et al.,
2013a; WHITE, 2011).

Ensaios clinicos de fase lla, com individuos voluntarios de areas nao endémicas
desafiados com picadas de mosquitos infectados com P. falciparum, resultou em
protecdo de 32-50% (KESTER et al., 2007, 2008). Uma imunidade protetora que
pode ser correlacionada a elevados titulos de anticorpos IgG circulantes contra os
repeats de CSP (WHITE et al,, 2013a). Em ensaios de fase Ill com criangas
africanas, residentes de areas endémicas, a formulacdo RTS,S/ASO1E demonstrou
eficacia de 49,5%, entre criancas de 5-17 meses de idade, e de 30,1%, entre
criangas de 6-12 semanas de idade, na protecao contra episédios clinicos e severos
(AGNANDJI et al., 2012).

Apesar dos promissores resultados, a necessidade de elevadas doses da vacina de
CSP para que seja atingida uma imunidade esterilizante, e o fato de que um unico
esporozoito que faga evasao da neutralizacdo imune humana € suficiente para dar
continuidade a infeccdo (REED; FRIEDE; KIENY, 2006), tornam necessaria a
utilizacdo de estratégias complementares. Os antigenos eritrociticos assexuados,
presentes principalmente na superficie e nas organelas apicais do merozoito
induzem anticorpos especificos capazes de bloquear a invasdo do merozoito, e
assim impedir a manifestagdo dos sintomas associados a infecgcao e proteger contra
a evolugédo para a forma grave da doenca. A inibicdo dos ciclos de invasdo de
eritrocitos acarreta a redugdo da parasitemia e consequentemente a reducdo da
morbidade e da mortalidade. Dados de modelos animais sugerem ainda que o
controle da densidade de parasitos, gerado por AMA-1, propicia a redugao da
geragao de gametdcitos no sangue do hospedeiro vertebrado bloqueando também a
transmissdo da doencga, ja que estas formas sanguineas sexuadas podem ser
transferidas para um novo hospedeiro invertebrado, infectando-o (FINNEY; RILEY;
WALTHER, 2010; RICHARDS; BEESON, 2009).
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1.4 Antigenos alvos

Os 2 antigenos mais promissores para a obtengdo de uma vacina contra a malaria
vivax sdao a Proteina Circunsporozoita e o Antigeno 1 de Membrana Apical
(MUELLER et al., 2013).

1.4.1 Proteina Circunsporozoita (CSP)

A Proteina Circunsporozoita é a componente majoritaria da superficie dos
esporozoitos, sendo necessaria para o processo de invasado das células hepaticas
do hospedeiro humano (MCCUTCHAN et al., 1996; STEWART et al., 1986). Os
genes de CSP estdo bem caracterizados e a anadlise da estrutura primaria de
PvCSP, assim como nas demais espécies de Plasmodium, identifica 3 regides
claramente definidas, uma extensa regido central de aminoacidos em tandem
repeats espécies-especificos que ocupa mais de 1/3 da molécula (ARNOT;
BARNWELL; STEWART, 1988; ARNOT et al., 1985; HERRINGTON et al., 1987),
flanqueada por 2 regides altamente conservadas, regiao |, N-terminal composta por
5 aminoacidos (KLKQP) que se liga a proteoglicanos (ALEY et al., 1986; CERAMI et
al., 1992; DAME et al., 1984) e regido I, C-terminal com dominio de adesao celular
TSR (trombospondina). A regido C-terminal possui 2 pares conservados de cisteinas
(DAME et al., 1984) necessarios para a conformacgao, reconhecimento do receptor
da superficie dos hepatdcitos expostos ao fluxo sanguineo (CERAMI et al., 1992;
PANCAKE et al., 1992) e atividade invasiva (Figura 5).
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Figura 5 - Representagdo esquematica da Proteina CS de Plasmodium. Adaptado de:
(NARDIN; NUSSENZWEIG, 1993).

Em contraste com a regido central de P. falciparum, isolados de P. vivax,
apresentam variagcdes alélicas para esta porcdo. As sequéncias de aminoacidos
GDRA[A/D]GQPA, caracterizam o gendtipo classico VK210 (ARNOT et al., 1985)
que com VK247, sequéncia ANGA[G/D][N/D]QPG (ROSENBERG et al., 1989) séo
os alelos mais frequentes em comparagdo ao terceiro gendétipo, o P. vivax-like
(APGANQIE/G]JGGAA) (COCHRANE et al., 1990; GOPINATH et al., 1994; QARI et
al.,, 1991, 1993a, 1994), as quais ndo apresentam reconhecimento cruzado por
anticorpos policlonais (QARI et al., 1991). Esta variabilidade alélica € conservada por
pressdo evolutiva, como mais uma estratégia de escape imune do parasito
(GALINSKI et al., 1987), e todas as 3 variantes identificadas possuem distribui¢cao
mundial (IMWONG et al., 2005; KAIN et al., 1992; MACHADO; POVOA, 2000;
OLIVEIRA-FERREIRA et al.,, 2004; STORTI-MELO et al.,, 2009; ZAKERI et al.,
2006).

A primeira observagao de sucesso de indugao de protecao estéril contra a infecgao
por malaria foi demonstrada em camundongos imunizados com esporozoitos de P.
falciparum atenuados por irradiagdo (NUSSENZWEIG RS, VANDERBERG J, 1967),
e esta resposta induzida tornou-se o padrao ouro para o desenvolvimento de uma
vacina contra malaria (HOFFMAN et al, 2002; RIECKMANN et al., 1979).
ROESTENBERG (2009) obteve um significativo sucesso na indugdo de protegao
com a inoculagdo de esporozoitos de P. falciparum intactos, sob cobertura de
cloroquina, contra desafio homologo. Todos os individuos avaliados no estudo foram
protegidos, e 4 dos 6 participantes do estudo mantiveram a protegdo, mesmo 2 anos
apos a exposicao (ROESTENBERG et al., 2011).
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Esta estratégia, embora eficaz é limitada por desafios unicos em termos de
seguranga, viruléncia residual e potencial de reversdo da viruléncia (MAHAJAN et
al., 2010), além de consideraveis dificuldades na producdo, purificagdo e
preservagao dos esporozoitos atenuados assepticamente. Estes empecilhos tornam
inviaveis as imunizacbes em massa e levaram as pesquisas a se concentrarem na
identificacdo de epitopos imunoestimulantes para a geragdo de proteinas
recombinantes e peptideos, os quais demonstram menor eficacia (TARGETT,;
GREENWOOD, 2008) e requerem a adigdo de adjuvantes para fornecer um
ambiente estimulante eficaz (MCKEE et al., 2010).

Os anticorpos induzidos por esporozoitos irradiados sao predominantemente
direcionados contra a proteina CS, apesar da rapida permanéncia dos esporozoitos
na circulacdo sanguinea. Estes anticorpos podem diminuir a motilidade dos
esporozoitos, inibindo assim a invasao dos hepatécitos e o crescimento do parasito
dentro dos mesmos, e com isso levar a reducao da parasitemia. Estas observagoes
em P. falciparum e P. berghei impulsionaram as pesquisas em busca de uma vacina
contra malaria a focarem-se por um longo periodo predominantemente em CSP. A
obtencdo de uma vacina eficaz contra o estagio pré-eritrocitico da infecgdo requer
nao so6 a indugao de resposta humoral (POTOCNJAK et al., 1980), mas a indugao de
resposta por células TCD3'TCD8" e TCD3'TCD4" (RENIA et al, 1993;
RODRIGUES et al.,, 1991; ROMERO et al.,, 1989), uma ag¢do combinada de
anticorpos prevenindo a infeccdo e células eliminando hepatécitos infectados
(AREVALO-HERRERA; CHITNIS; HERRERA, 2010).

Apoés invadir os hepatocitos, fragmentos dos antigenos sao apresentados na
superficie da célula hepatica, os quais podem ser reconhecidos por células
TCD3'TCD8" citotoxicas (NOSSAL, 2011). As células Natural Killer (NK) e
TCD3'TCD8" sdo induzidas por IL-12 (interleucina 12), produzida pelo contato de
macrofagos, de células dendriticas e das células de Kupffer com a CSP, e possuem
papel critico na destruigdo direta do hepatdcito infectado, ja que a secregcédo de IFN-
v, principal molécula efetora, via perforinas e granzimas, deflagra a produgédo de
reativos intermediarios pelos hepatdcitos, como o6xido nitrico, téxico para parasitos
intracelulares (ARTAVANIS-TSAKONAS; RILEY, 2002; HOFFMAN; DOOLAN, 2000;
HOLLINGDALE et al., 1984; RILEY et al., 2006). As células TCD3'TCD4" atuam
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complementariamente, auxiliando na ativacédo e diferenciagcdo de células B ou de
linfécitos T citotdxicos (LTC) (DOOLAN; MARTINEZ-ALIER, 2006).

As regides N- e C-terminais da CSP podem ser alvos da acédo de anticorpos
(ANCSIN; KISILEVSKY, 2004; RATHORE et al., 2005; TEWARI et al., 2002), porém
€ para a regido central, onde se encontram epitopos para células B, que a maior
parte da resposta por anticorpos neutralizantes é dirigida (GONZALEZ et al., 2001;
KAIN et al., 1992), observagao que é reforgcada por estudos utilizando peptideos da
regido central de P. vivax em camundongos C57BL/6 (YADAVA et al.,, 2007) e
macacos Saimiri (YANG et al., 1997).

No Brasil, poucos estudos foram realizados para avaliar a incidéncia das variantes e
a prevaléncia de anticorpos contra a proteina CS. A ocorréncia das variantes VK210,
VK247 e P. vivax like foi documentada (MACHADO; POVOA, 2000; STORTI-MELO
et al., 2009) em areas endémicas da Amazénia Legal por PCR e por sorologia no
Para (MACHADO et al., 2003), por sorologia em Rondénia e Mato Grosso (ARRUDA
et al., 2007) e por sorologia em nao endémicas como Sao Paulo (CURADO et al.,
1997). Nos Estados mencionados verificou-se uma maior prevaléncia da variante
VK210 (reconhecimento de cerca de 80%) em detrimento das outras 2 (40-60%) que
apresentaram distribuicdo semelhante. Frequéncias que inferem uma melhor
adaptacao do alelo VK210 (MACHADO et al., 2003).

Baseados na variabilidade alélica de PvCSP e dos resultados promissores da vacina
RTS,S, TEIXEIRA e colaboradores (2014) geraram 3 proteinas recombinantes
representando os alelos da proteina CS de P. vivax, bem como um polipeptideo
hibrido fusionando todos os epitopos de CSP através do sistema bacteriano de
expressado. Em protocolos homélogos e heterélogos (proteinas e/ou adenovirus) de
imunizagao de camundongos C57BL/6, na presencga do adjuvante Poly(l:C), 3 das 4
proteinas recombinantes geraram elevados titulos de anticorpos, de longa duragéao,
comparaveis aos obtidos com a combinagdo dos adjuvantes ACF/AIF (adjuvantes
completo e incompleto de Freund). Anticorpos contra o polipeptideo hibrido
reconheceram epitopos das 3 variantes alélicas individuais, mas os titulos de IgG
induzidos mostraram-se inferiores aos obtidos pela coadministracdo das outras 3
construgdes, cujos anticorpos ainda foram capazes de reconhecer a proteina nativa
em ensaios de imunofluorescéncia. Em ensaios de especificidade nio identificou-se

o predominio do reconhecimento dos repeats centrais em relagéo as regides N- e C-
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terminal dos anticorpos induzidos por nenhuma das construcbes de PvCSP. E
apesar de induzirem elevada resposta imune por anticorpos, nao foi possivel
identificar resposta especifica por células T a nenhuma das 4 construgées em
ensaios de estimulagdo de esplendcitos com peptideos sintéticos cobrindo toda a
extensao de PvCSP in vitro, ELISPOT ou detecgdo de secreg¢ao de citocinas no

sobrenadante de cultura.

1.4.2 Antigeno 1 de Membrana Apical (AMA-1)

A proteina AMA-1 é expressa no polo apical das formas esporozoiticas e
merozoiticas do parasito (BAI et al., 2005; SILVIE et al., 2004). Trata-se de uma
proteina transmembrana encontrada em todas as espécies do Plasmodium sp e
outras do filo Apicomplexa, como Toxoplasma e Babesia (BAl et al., 2005; PIZARRO
et al., 2005; REMARQUE et al., 2008a). O ectodominio de AMA-1 é rico em cisteinas
(16 residuos), que ao formarem pontes dissulfeto promovem o dobramento da
molécula em 3 dominios (Figura 6A) (HODDER et al.,, 1996; REMARQUE et al.,
2008a), fato comprovado com a publicagdo da estrutura cristalografica de uma
proteina recombinante AMA-1 de P. vivax produzida (cepa Salvador, Sall) em
leveduras Pichia pastoris, (Figura 6B) (PIZARRO et al., 2005).

Intensos polimorfismos nos dominios | e Il estdo correlacionados a escapes
conformacionais ao sistema imune do hospedeiro, impedindo o acesso de anticorpos
aos sitios de ligacdo no parasito (ARNOTT et al., 2013; COLEY et al., 2007).
Segundo observagdes experimentais, a diversidade de PfAMA-1 esta localizada
principalmente no dominio | (ESCALANTE et al., 2001; ORD; TAMI; SUTHERLAND,
2008), enquanto que a de PvAMA-1, superior a das demais espécies de
Plasmodium, conforme muito recentemente proposto (NEAFSEY et al., 2012),
divide-se entre os dominios | e Il (ORD; TAMI; SUTHERLAND, 2008;
PUTAPORNTIP et al., 2009).
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Figura 6 - Representagdao esquematica da proteina AMA-1 de Plasmodium e estrutura
cristal de PvAMA-1. Destacados em (A.) os fragmentos resultantes da clivagem proteolitica
da proteina, adaptado de: (HOWELL et al., 2003), e em (B.) a estrutura cristalografica de
AMA-1 de P. vivax, na qual em verde o dominio |, em azul o dominio Il e em roxo o dominio
lll. As pontes de dissulfeto estdo indicadas em amarelo. Adaptado de: (CHESNE-SECK et
al., 2005).

A expansao geografica de P. vivax permitiu que o aumento de sua transmisséo
ocasionasse a intensa recombinacao genética justificando a diversidade de PvAMA-
1 (NEAFSEY et al., 2012; OSIER et al.,, 2010) mesmo entre areas geograficas

comuns (ARNOTT et al., 2013). O polimorfismo do antigeno, associado a elevado
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potencial de escape imune, inferem que as formulagdes vacinais baseadas em AMA-
1 precisardo conter multiplos alelos, gerando imunidade cruzada (DREW et al.,
2012; TAKALA et al., 2009), contornando as respostas espécie e alelo-especificas
(THERA; PLOWE, 2012; THERA et al., 2011).

AMA-1 é liberado dos micronemas como um precursor de 83 kDa que € convertido,
durante seu transporte a superficie, em uma proteina de 66 kDa (CREWTHER et al.,
1990; HEALER et al., 2002), a qual é clivada finalmente em fragmentos de 44 e 48
kDa (HOWELL et al., 2001) durante o processo de invaséo (Figura 6). Apesar de a
funcdo de AMA-1 de Plasmodium sp nao estar totalmente clara, esta proteina é
necessaria para a ocorréncia da invasao das células do hospedeiro humano por P.
falciparum (MITCHELL et al., 2004; REMARQUE et al., 2008a; SILVIE et al., 2004) e
seu gene (ama-1) é essencial para a sobrevivéncia do parasito (TRIGLIA et al.,
2000).

GIOVANNINI e colaboradores (2011) demonstraram em modelo murino de infecgcéo
(P. berghei) que esporozoitos nocauteados para AMA-1 mantiveram a capacidade
de invasdo de hepatdcitos e diferenciagdo em merozoitos, porém se tornaram
incapazes de invadir eritrocitos ao alcangar a circulagdo sanguinea. Esta
observagédo, juntamente com o fato de que anticorpos anti-AMA-1 foram associados
ao bloqueio da invasdo de células do hospedeiro intermediario, propdem o
envolvimento desta proteina no processo de reorientagao apical do parasito, apés a
adesao inicial (DUTTA et al., 2005; HEALER et al., 2002; HODDER; CREWTHER,;
ANDERS, 2001; KOCKEN et al., 2002; LALITHA et al., 2004; MITCHELL et al.,
2004; SILVIE et al., 2004), no estabelecimento de uma jungdo, com a participagéo
da proteina RON-2 (SRINIVASAN et al., 2011) e estabilizacdo que antecedem o

processo de invasao eritrocitico.

A elevada imunogenicidade de AMA-1, pode ser observada em infecgdes naturais
(MORAIS et al., 2006; MUFALO et al., 2008; RODRIGUES et al., 2005; THOMAS et
al., 1994), e em imunizagdes experimentais com a proteina nativa de P. knowlesi
emulsificada em saponina inoculada em macacos Rhesus (DEANS et al., 1988),
com construcdes recombinantes bacterianas de P. chabaudi com Montanide ISA 720
em camundongos (ANDERS et al., 1998), de P. fragile com ISA 720 em macacos
Saimiri sciureus boliviensis (COLLINS et al., 1994), de P. vivax em camundongos
BALB/c com diferentes adjuvantes (GENTIL et al., 2010; MUFALO et al., 2008) e em
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macacos Macaca mullata com SBAS2 [emulsdo 6leo em agua de MPL e QS21,

(KOCKEN et al., 1999)], as quais induziram elevados titulos de anticorpos IgG.

VICENTIN e colaboradores (2014) obtiveram o ectodominio de AMA-1 de P. vivax
pelo sistema de expressdo em P. pastoris, e esta proteina recombinante se mostrou
antigénica contra soros de individuos infectados com P. vivax provenientes de
diferentes regides do estado do Para (62,5%), e imunogénica em imunizagdes
experimentais de camundongos BALB/c, submetidos a protocolos de imunizagdes
homodlogos e heterdlogos de inducéo e reforgco (DNA e/ou proteina recombinante),
explorando os adjuvantes sais de aluminio (Alum), monofosforil lipidio A (MPLA) de
Bordetella pertussis, flagelina FliC de Salmonella Typhimurium, saponina Quil A, ou
adjuvante incompleto de Freund (AlIF). Os adjuvantes AlIF e Quil A foram associados
aos titulos mais elevados de anticorpos IgG especificos, seguidos por Alum e MPLA.
Entre esses, os anticorpos gerados, na presengca de MPLA e Quil A, foram capazes
de reconhecer a proteina nativa de isolados tailandeses em ensaios de
imunofluorescéncia, e ainda, no caso de Quil A, também inibiram a invasédo de

reticul6citos de 4 diferentes isolados, também da Tailandia.

1.5 Coadministragao de antigenos e uso de proteinas quiméricas

A lacuna de uma formulacédo vacinal protetora e eficaz contra malaria requisita a
combinagdo de estratégias antevendo evasdes do parasito ao sistema imune
humano devido as variagdes alélicas e antigénicas dos antigenos de Plasmodium,
comumente relatadas. Racionalmente, formulagdes polivalentes e/ou quiméricas,
combinando diferentes imunoestimulantes tendem a deter melhor progndstico para
alcancar a amplitude e eficacia de resposta ndo alcancada até o momento com
vacinas de subunidades (DOOLAN; HOFFMAN, 2001; SINGH et al., 2012). As
formulacbes multiestagios e multiantigenos, apesar do aspecto promissor, possuem
maior complexidade, a possibilidade de competi¢cdo entre os componentes, elevacao
de custo e acarretam ainda dificuldades na avaliagdo e interpretacdo da resposta
induzida (NOSSAL, 2011; RICHARDS; BEESON, 2009; TAKALA; PLOWE, 2009). A
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identificacdo desses policomponentes baseia-se em analises genéticas e estruturais,
identificando polimorfismos imunologicamente relevantes, que devam ser incluidos
nas formulagdes para evitar o escape antigénico e a selegdo de gendtipos, fatos que

poderiam acarretar a selecao de parasitos resistentes (TAKALA; PLOWE, 2009).

Trabalhos recentes descrevem a obtencdo de construgdes quimeéricas, fusionando
diferentes antigenos e alelos, bem como a administragdo combinada de candidatos
potenciais. Estas formulagbes vacinas propostas incluem formulagdes proteicas
como PcAMA-1/PcMSP-14, (BURNS et al.,, 2003), GMZ2 (ESEN et al., 2009),
PfCP2.9 (LANGERMANS et al., 2006; MALKIN et al., 2007; PAN et al., 2004),
PvAMA-1/PvMSP-3B/PvMSP-149 (CASALE, 2013; PEREIRA, 2012) e Hise-PvCSP-
VK210/Hise-PvCSP-VK247/Hisg-PvCSP-P. vivax-like (TEIXEIRA et al., 2014)b, bem
como DNA plasmidial e vetores virais como ME-TRAP (MCCONKEY et al., 2003;
WEBSTER et al., 2006), NYVAC-Pf7 (OCKENHOUSE et al., 1998), ChAd63/MVA
(CS; ME-TRAP) (REYES-SANDOVAL et al., 2010), NMRC-M3V-Ad-PfCA
(SEDEGAH et al., 2011; TAMMINGA et al., 2011), e poliproteinas como L3SEPTL
(PRIEUR et al., 2004), MSP+-MSP2-RESA (GENTON et al., 2003), VMP001 (BELL et
al., 2009; LUMSDEN et al., 2011, 2012; MOON et al., 2011, 2012; U.S.A.M.R.M.C,,
2013; VANLOUBBEECK et al., 2013; YADAVA et al., 2007, 2012), PyCSP/PyMSP-1
quimérica (SINGH et al., 2012) e Hise-PvCSP-All (TEIXEIRA et al., 2014).

De modo geral, os resultados sdo dependentes da combinacdo de antigenos e
escolha de adjuvantes (JIANG et al., 2007; ROGERS et al., 2002; SEDEGAH et al.,
2004). A competicado entre os imunoestimulantes pode revelar prejuizo para um dos
componentes com relacdo as especificas respostas de titulos de anticorpos
induzidos (PICHYANGKUL et al., 2009) e por células TCD3'TCD4" e TCD3'TCD8"
(FORBES et al., 2011).

Entre as formulagdes citadas, PfCP-2.9 [AMA-1(l11)/MSP-149] € exemplo de sucesso
da abordagem multiantigeno. Esta poliproteina explorou uma plataforma de inibigdo
das células do hospedeiro humano por esporozoitos € merozoitos. Os anticorpos
induzidos em camundongos, coelhos e macacos por esta construgdo mostraram-se
capazes de inibir o estagio sanguineo e o crescimento in vitro do parasito (PAN et
al., 2004). Em estudo posterior, baseando-se nos resultados positivos previamente
obtidos, adicionou-se o antigeno pré-eritrocitico CSP, alteracdo que acarretou

reducao nos titulos de anticorpos induzidos em camundongos (ZHANG et al., 2007).

LIMA, L. C.



21

Outros exemplos sdo as vacinas coadministrando PcAMA1 e PcMSP-14,, na
presenga dos adjuvantes ACF, MPLA combinado com dicorinomicolato de trealose
(RAS), Quil A e Alum, que induziram em camundongos C57BL/6, protecdo contra
infeccbes por P. chabaudi. A combinagdo destas proteinas recombinantes, na
presenca de Alum, gerou niveis moderados de anticorpos IgG e mostrou eficacia na
reducao da parasitemia em animais desafiados (BURNS et al., 2003). Anticorpos
induzidos em coelhos contra a combinagdo de CSP e uma proteina quimérica
baseada em MSP-1 de P. yoelli, na presenga de Montanide ISA 51, promoveram a
reducdo da parasitemia de camundongos CAF1/J (H-2%?) de 81% para 38,2%, bem
como indugdo de células TCD3'TCD4" secretoras de IL-2, TNF-a e IFN-y (SINGH et
al., 2012). A vacina tricomponente MSP-1/MSP-2/RESA, baseada em antigenos de
P. falciparum, na presenca de Montanide ISA 720, foi associada a uma reducgéo de

62% da carga parasitaria em criangas de 5-9 anos (GENTON et al., 2003).

Direcionada para P. vivax, a vacina VMP001, é a unica formulagdo para essa
espécie em estudos clinicos (fase I/lla). Esta formulag&o vacinal baseia-se em uma
CSP recombinante, com uma regido central quimérica, que fusiona epitopos das
variantes VK210 e VK247 de PvCSP, produzida em Escherichia coli. As imunizagdes
de camundongos C57BL/6 e CD-1, na presenca Montanide ISA-51 e AIF, e de
macacos Rhesus com AS01 [NCT01157897] mostraram-se altamente imunogénicas,
com produgao de anticorpos IgG contra as regides N-terminal, C-terminal e repeats
centrais de ambas as variantes alélicas, os quais ainda reconheceram a proteina
nativa em ensaios de imunofluorescéncia utilizando esporozoitos vivos e fixados
(BELL et al., 2009; LUMSDEN et al., 2011; VANLOUBBEECK et al., 2013; YADAVA
et al., 2007, 2012).

A poliproteina produzida por TEIXEIRA e colaboradores (2014) em E. coli fusiona,
na regido central, epitopos das 3 variantes alélicas de PvCSP. A proteina
recombinante, na presenca do adjuvante Poly(l:C), mostrou-se imunogénica em
camundongos C57BL/6, cujos anticorpos reconheceram epitopos das 3 variantes
adicionadas, sem prevaléncia do reconhecimento destes repeats em relagdo as

regides N- e C-terminal da proteina.
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1.6 Adjuvante acido poli-inosinico-poli-citididilico

Na infec¢ao por Plasmodium as respostas imunes inatas desencadeiam o processo
inflamatorio e a produgao de citocinas (BACCARELLA et al., 2013). Os mecanismos
envolvidos na indugdo imune continuam pouco conhecidos, porém ensaios com
formulagdes vacinais recentes demonstram que a sinalizagao (KASTURI et al., 2011)
e estimulacdo inato-especifica, intensificada por potentes moléculas adjuvantes
(AKIRA, 2011; KASHALA et al., 2002; LUMSDEN et al., 2012; MBOW et al., 2010), é
importante para a resposta adaptativa em humanos (DRUILHE et al., 2005;
OLIVEIRA et al., 2005; POLHEMUS et al., 2009).

A imunogenicidade das proteinas recombinantes deste trabalho foi avaliada na
presencga do adjuvante acido poli-inosinico-poli-citidilico de elevada massa molecular
Poly(l:C) HMW (1,5-8 Kb, InvivoGen, USA Inc., San Diego, CA), molécula
selecionada por ser liberada para uso em humanos, e que corresponde a um
analogo sintético de RNA de cadeia dupla (dsRNA), agonista de receptores TLR3,
bastante empregado em estudos sobre a resposta imune inata (MIAN et al., 2013) e
reconhecido pela inducéo de fortes respostas contra doencgas infecciosas e canceres
(ALVING et al., 2012; MIAN et al., 2013; PERRET et al., 2013; STAHL-HENNIG et
al., 2009).

O Poly(I:C) atua estimulando a producgéo de células T efetoras antigeno-especificas,
principalmente por sinalizagdo NF-KB (fator nuclear kappa B), promovendo a
maturacdo de células dendriticas tipo | a células apresentadoras de antigenos
competentes, associada a estimulagdo de IFNs tipo |, citocinas pré-inflamatorias e
quimiocinas (AVRIL et al., 2009; KAWAI; AKIRA, 2008; PERRET et al., 2013), pré-
requisitos para a indugao de imunidade adaptativa, sendo um promissor componente

para a composi¢ao de novas formulagdes vacinais.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a resposta imune humoral e celular induzidas, em camundongos, pela

imunizagdo com proteinas recombinantes do estagio pré-eritrocitico (PvCSP) e

eritrocitico (PvAMA-1) de P. vivax, expressas em leveduras Pichia pastoris.

2.2 Objetivos especificos

Gerar uma nova proteina recombinante quimérica representando a Proteina
Circunsporozoita de P. vivax com os epitopos VK210, VK247 e P. vivax-like
fusionados (yPvCSAllg.) a partir da levedura P. pastoris.
Expressar e purificar a proteina recombinante PvAMA-1 gerada previamente
em P. pastoris (yPvAMA-1).
Avaliar a resposta de anticorpos induzida em camundongos pela imunizagao
com as 2 proteinas simultaneamente e por cada uma delas separadamente,
na presenga do adjuvante acido poli-inosinico-poli-citidilico [Poly(l:C)],
segundo os seguintes parametros:

a. Especificidade dos anticorpos induzidos contra yPvCSAllg;

b. Avidez dos anticorpos induzidos contra yPvCSAllg;

c. Longevidade dos anticorpos induzidos contra yPvCSAllg. e yPvAMA-1;

d. Influéncia da combinagao de proteinas recombinantes na indugdo de

resposta por anticorpos.

Avaliar comparativamente a resposta celular (linfoproliferacdo e detecgao de

citocinas) induzida em camundongos pelas diferentes formulagdes.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Obtengdo e caracterizagao das proteinas expressas em leveduras P.

pastoris (yPv)

3.1.1 Proteina Circunsporozoita quimérica (yPvCSAllg.)

3.1.1.1 Gene sintético de yPvCSAllg_

A construgdo do gene sintético que codifica a sequéncia de yPvCSAllg. (Proteina
Circunsporozoita de P. vivax All epitopes Full Lenght) foi realizada com base na
sequéncia de aminoacidos da Proteina CS de P. vivax (ARNOT et al., 1985;
COCHRANE et al., 1990; GOPINATH et al., 1994; QARI et al., 1991, 1993b, 1994;
ROSENBERG et al, 1989). O gene empregado neste estudo inicia-se
imediatamente apos a sequéncia sinal, com os aminoacidos THCGH, e é idéntico a
sequéncia base até a regido conservada | (KLKQP), N-terminal. A proteina
recombinante quimérica apresenta, em sua regidao central, 5 copias da sequéncia
repeat do alelo classico (VK210) GDRA[A/D]GQPA, seguida por 5 cépias do repeat
de P. vivax-like APGANQEGGAA e 4 coépias do repeat de VK247 ANGAGNQPG.
Este bloco de sequéncias de repeticdo em tandem repeat foi seguido pela regiao C-
terminal, idéntica a sequéncia base de CSP de P. vivax, terminando nos

aminoacidos TDVCT, pouco antes da regido ancora (GPI) (Figura 7).

O gene foi comercialmente obtido (GenScript USA Inc., Piscataway, NJ), tendo sido
removidos potenciais sitios de glicosilagdo e os cédons componentes da sequéncia
foram optimizados para expressdo em levedura P. pastoris. A remogéo dos sitios de

glicosilagdo mencionados visou prevenir os processos de hiperglicosilagdo
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diferenciada caracteristicos da levedura que comprometeriam a estrutura proteica
final desejada. A frequéncia de utilizagao dos coédons de P. pastoris e P. vivax foram
calculadas utilizando o algoritmo OptimumGeneTM (GenScript USA Inc.), e quando
necessario, os codons de P. vivax foram modificados para expressdo 6tima em P.
pastoris, caracterizando a optimizacédo. O viés de coédon usage foi elevado para P.
pastoris, obtendo um CAIl (Cédon Adaptation Index) de 0,83. O CAI representa a
distribuicdo da frequéncia de utilizagdo dos cdédons ao longo do comprimento da
sequéncia do gene, assim o valor de CAIl pode ser utilizado para inferir o nivel de
expresséo génica. O valor maximo para um CAl é de 1,0. O conteudo CG obtido foi
de 53,64%, sendo que o intervalo ideal situa-se entre 30 e 70% (GenScript USA

Inc.).

VEFHHHHHHTHCGHNVDLSKAINLNGVNFNNVDASSLGAAHYV
GQSASRGRGLGENPDDEEGDAKKKKDGKKAEPKNPRENKLK
QPGPGDRADGQPAGDRADGQPAGDRAAGQPAGDRAAGAQPA
GDRADGQPAGDRADGQPAGDRADAPGANQEGGAAAPGANQ
EGGAAAPGANQEGGAAAPGANQEGGAAAPGANQEGGAAAP
GANQEGGAAAANGAGNQPGANGAGNQPGANGAGNQPGANG
AGNQPGANGAGNQPGDRAAGQAAGGNAGGQGQNNEGANAP
NEKSVKEYLDKVRATVGTEWTPCSVTCGVGVRVRRRVNAANK
KPEDLTLNDLETDVCTHHHHHHStopRAA

Figura 7 - Sequéncia de aminoacidos de yPvCSAll;,. Em grafia azul as sequéncias de
hexa-histidina. Destacado com sombreado em amarelo a sequéncia retirada da regido
central do alelo VK210. Destacado com sombreado azul a sequéncia retirada da regido
central do alelo P. vivax-like. Com sombreado em verde a sequéncia retirada da regido
central do alelo VK247.

3.1.1.2 Obtencao e seleg¢ao dos clones transformantes de yPvCSAllg_

As extremidades 3 e 5 do gene sintético de yPvCSAllr, (Figura 7) foram
adicionadas sequéncias de hexa-histidina (Hisg), imediatamente apos e antes, aos
sitios das enzimas de restricdo EcoR| e Notl (New England Biolabs USA Inc.,

Ipswich, MA), e este foi subclonado no vetor pPIC9K (Invitrogen, Life Technologies
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Corporation USA Inc., Waltham, MA), o qual contém um peptideo sinal (a-factor)
para expressao secretada. O plasmideo resultante (Figura 8), denominado pPIC9K-
yPvCSAllg_ foi transformado em bactérias E. coli linhagem DHS5-a (Invitrogen, Life
Technologies Corporation USA Inc.) para expansdo clonal. O DNA obtido por
digestdo alcalina teve a integridade dos sitios enzimaticos e orientagdo confirmadas
por analises de restricao utilizando as enzimas Sall, Bglll, EcoRI, Notl e Hincll (New
England Biolabs USA Inc.). A integridade da sequéncia foi confirmada por

sequenciamento prévio realizado pela GenScript.

a-factor pvcsallg,
(peptideo sinal, 269 pb) (1055 pb)
EcoRlI Nod
Regido | Regido Il
NH, COOH
Histag repeats Histag
VK210 VK247

P. vivax-like

Figura 8 - Representagdo esquematica da fase de leitura aberta da sequéncia de
yPvCSAll;. presente no vetor pPIC9K para expressiao em P. pastoris. Em amarelo a
sequéncia de repeats da variante de PvCSP VK210, em azul de P. vivax-like e em verde
de VK247.

Para a transformagao em P. pastoris, linhagem GS115 (Invitrogen, Life Technologies
Corporation USA Inc.), 40 pg do plasmideo pPIC9K-yPvCSAllg_foram digeridos com
as enzimas de restricdo Sall ou Bglll (New England Biolabs USA Inc.), e precipitado
de acordo com as instru¢gées do fabricante (manual pPICOK, A Pichia Vector for
Multicopy Integration and Secreted Expression, guide version G, Invitrogen, Life
Technologies Corporation USA Inc.). Apds 16-18 horas a 37°C, a precipitacdo do
DNA foi realizada através da adicdo a este de dois volumes de etanol absoluto
(alcool etilico) [Merck KGaA DEU Inc., Darmstadt, HE] -20°C e incubacgéo de 16-18
horas a -20°C. Ao final deste periodo, o material foi centrifugado a 15.000 x g por 15
minutos a 4°C, e o sedimento foi lavado com 500 L de etanol 70% em agua (v/v), -

20°C, para entdo ser novamente centrifugado nas mesmas condi¢gées. Apos
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secagem do sedimento a temperatura ambiente (T.A.,~25°C), este foi solubilizado
em 10 pL de agua MilliQ estéril (Millipore, Merck KGaA DEU Inc.).

Uma colbnia de levedura foi inoculada em 500 yL de meio YPD [1% (m/v) extrato de
levedura (Invitrogen, Life Technologies Corporation USA Inc.), 2% (m/v) peptona
(Invitrogen, Life Technologies Corporation USA Inc.) e 2% (m/v) glicose (Fluka,
Sigma-Aldrich USA Co. LLC, St. Louis, MO)] e incubada a 28-30°C por 16-18 horas
sob agitagdo constante de 230 rpm. Apds saturagao, 400 pL desta pré-cultura foi
inoculada em 0,5 L de meio YPD. A cultura foi incubada novamente, nas mesmas
condigdes acima mencionadas, até densidade éptica a 600 nm (D.O.g00) de 1,3-1,5,
quando foi centrifugada a 2.465 x g por 30 minutos a 4°C. O sobrenadante foi
descartado e o sedimento celular lavado 2 vezes com 250 mL de agua MilliQ estéril,
4°C, e 1 vez com 20 mL de D-Sorbitol 1 M estéril (Sigma-Aldrich USA Co. LLC), 4°C.
Uma ultima centrifugagdo foi realizada e as células, agora competentes, foram
solubilizadas em 0,5 mL de D-Sorbitol 1 M estéril, 4°C.

Para a transformagao, 80 uL de células competentes foram misturados a 40 ug de
DNA linearizado, purificado e solubilizado em 10 uL de agua MilliQ. As células foram
transferidas para uma cubeta de 0,2 cm (Bio-Rad Laboratories USA Inc., Hercules,
CA), a -20°C, e incubadas, no gelo, por 5 minutos. A cubeta foi submetida, no
eletroporador Gene Pulser/MicroPulser (Bio-Rad Laboratories USA Inc.), a pulso nas
condigdes de 1.500 V (voltagem), 200 Q (resisténcia) e 25 F (capacitancia).

Imediatamente apds o pulso, foi adicionado 1 mL de D-Sorbitol 1 M estéril, 4°C.

As células foram semeadas em placas MM agar [meio minimo contendo metanol 2%
(v/v), sem histidina] e MD agar [meio minimo contendo glicose 2% (m/v), sem
histidina], e as leveduras transformantes His"Mut® e His*Mut® foram identificadas
apods 3 dias de incubacdo a 30°C. O vetor pPIC9K possui diferentes sitios de
clivagem para cada estratégia de integracdo, assim a integragdo do genoma
exdgeno a levedura ocorre por recombinagdo homologa dupla, uma vez que o vetor
esta linearizado. Como produto da digestdo do plasmideo pela enzima Bglll ha a
substituigdo do gene aox1 pelo gene pvcsallr. gerando leveduras com o fendtipo
His*Mut® ou His*Mut®. A diferenciacdo entre os fenétipos ocorreu por observacéao de
crescimento na placa MM &gar, na qual apenas o fenétipo His"Mut® é capaz de se
desenvolver. A ndo substituicdo de aox1, digestdo com Sall, preserva o fenoétipo
selvagem His"Mut’. A selecdo dos clones para expressdo pela avaliagdo da
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resisténcia destes ao antibidtico geneticina (G418, Sigma-Aldrich USA Co. LLC) nas
concentragdes finais de 0,5, 1,0 e 2,0 mg/mL em meio YPD agar.

3.1.1.3 Estabelecimento das condicoes de expressao e purificagdo de
yPvCSAllg,

Para os experimentos de expressdo em escala piloto (pequena escala) foram
seguidas as orientagbes do pPIC9K, A Pichia Vector for Multicopy Integration and
Secreted Expression, guide version G (Invitrogen, Life Technologies Corporation
USA Inc.) e o protocolo padronizado por nosso grupo (VICENTIN et al., 2014).
Assim, os clones transformantes foram cultivados durante 24 horas, 28-30°C, 230
rom, em 10 mL de meio BMGY [1% (m/v) extrato de levedura, 2% (m/v) peptona,
100 mM KH2PO4 (Synth, Labsynth Produtos para Laboratérios BRA Ltda., Diadema,
SP), 0,34% (m/v) base nitrogenada de levedura (Invitrogen, Life Technologies
Corporation USA Inc.), 1% (m/v) sulfato de amdnio (Sigma-Aldrich USA Co. LLC),
4x10°% (m/v) biotina (Gibco, Life Technologies Corporation USA Inc.) e 3% (m/v)
glicerol (Sigma-Aldrich USA Co. LLC)]. ApoOs este periodo, as células foram
recolhidas por centrifugagéo, 2.465 x g, por 5 minutos, T.A., solubilizadas em 2 mL
de meio BMMY [1% (m/v) extrato de levedura, 2% (m/v) peptona, 100 mM KH,POy4,
0,34% (m/v) base nitrogenada de levedura, 1% (m/v) sulfato de aménio, 4x10°%
(m/v) biotina e 0,5 % (v/v) metanol (alcool metilico, Merck KGaA DEU Inc.)] e
cultivadas por mais 72 horas. A indug¢ao foi mantida pela adicado de metanol absoluto
estéril na concentracao final de 1%, a cada 24 horas de manutengédo da cultura.
Depois de verificada a expressdo de yPvCSAllg. por SDS-PAGE 12% corado com
azul de Coomassie, confirmada por immunoblotting utilizando anticorpos
monoclonais, o clone His"Mut” de yPvCSAllr_ selecionado foi submetido a diferentes

condicoes de expressao para otimizar sua expressao.

Foi variado nos ensaios o volume de meio de cultura indutor (BMMY) em relagdo ao
volume de meio de cultura repressor (BMGY) em 0,2X, 1,0X, 5,0X e 10,0X, o tempo

de duracgao do cultivo apds o inicio da inducdo de 24-96 horas e o volume de indutor
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(metanol) utilizado de 0,5-2%. Dentre as condi¢cdes avaliadas, a expressdo de
yPvCSAllg_ foi padronizada utilizando meio BMMY concentrado (0,2X) em relagao ao
volume de meio BMGY, dispensando uma etapa de concentragao por ultrafiltragéo,
com indugdo mantida pela presenga de metanol estéril na concentragao final de 1%,

por um periodo total de 72 horas.

A purificacdo de yPvCSAllg_ foi realizada em 2 etapas cromatogréficas, afinidade e
troca ibnica. Inicialmente o sobrenadante contendo a proteina solubilizada foi
submetido a cromatografia de afinidade utilizando uma coluna de niquel
HisTrap™FF (GE Healthcare USA Inc., Pittsburgh, PA) acoplada ao sistema FPLC
AKTA prime plus (GE Healthcare USA Inc.). A eluigédo ocorreu contra um gradiente
de imidazol (15-400 mM, USB, Affymetrix USA Inc., Santa Clara, CA) em tampéo
fosfato-cloreto [20 mM NaH,PO4 (Synth, Labsynth Produtos para Laboratérios BRA
Ltda.), 20 mM NayHPO, (Synth, Labsynth Produtos para Laboratérios BRA Ltda.),
0,5 M NaCl (Synth, Labsynth Produtos para Laboratorios BRA Ltda.), pH=6,0].

As fracbes contendo a proteina recombinante quimérica, identificadas em SDS-
PAGE 12% corado com azul de Coomassie, foram dialisadas em membrana
SnakeSkin Pleated Dialysis Tubing 10.000 MWCO (Thermo Fisher Scientific USA
Inc., Waltham, MA) contra 20 mM Tris-HCI, (pH=8,0). Apds a dialise, yPvCSAllg_ foi
filtrada (0,45 um) e submetida a uma etapa de purificagdo por cromatografia de troca
ibnica, utilizando a Coluna HiTrap™QFF (GE Healthcare USA Inc.), também
acoplada ao sistema AKTA. A elui¢do das proteinas ocorreu com um gradiente linear
de 0 a 1 M de NaCl em relacdo ao tamp&o 20 mM Tris-HCI (Invitrogen, Life
Technologies Corporation USA Inc.). As fragdes contendo a proteina recombinante
quimérica foram entdo dialisadas contra tampéao fosfato-salino (PBS, do inglés
phosphate-buffered saline) [8 mM NaH;PO4, 2,3 mM Na;HPO,4, 130 mM NacCl,
pH=7,4] 16-18 horas, sob constante agitagao, a 4°C.

A determinacdo da concentragcdo de yPvCSAllr. foi realizada por analise de
predigdo, utilizando o software ImageQuant™ TL versdo 8.1 (GE Healthcare USA
Inc.), utilizando como base comparativa uma curva de calibragdo com concentragoes
definidas de albumina de soro bovino (ASB, Invitrogen, Life Technologies
Corporation USA Inc.).
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3.1.2 Antigeno 1 de Membrana Apical (AMA-1)

A proteina recombinante que representa o ectodominio de AMA-1 de P. vivax
(yPvAMA-1) foi expressa segundo protocolo padronizado e descrito recentemente
por nosso grupo (VICENTIN et al., 2014). Brevemente, a recombinante foi obtida por
expressdo secretada em leveduras P. pastoris, cepa GS115 (Invitrogen, Life
Technologies Corporation USA Inc.) a partir de gene sintético cédon optimizado
obtido comercialmente (GenScript USA Inc.) e subclonado no vetor pPIC9K. O gene,
depositado no GenBank sob o numero de acesso KJ010958, representa a sequéncia
de nucleotideos correspondente aos aminoacidos 43 a 487. A proteina soluvel,
assim como YPvCSAllr. foi purificada por duas etapas cromatograficas e

quantificada utilizando o software ImageQuant™ TL (GE Healthcare USA Inc.).

3.1.3 Caracterizagao biofisica e bioquimica das proteinas yPv

As proteinas recombinantes yPvCSAllg. e yPvAMA-1 foram caracterizadas por SDS-
PAGE 12% corado com azul de Coomassie, immunoblotting [utilizando anticorpos
monoclonais anti-His (GE Healthcare USA Inc.), anti-PvAMA-1-DIl (GENTIL et al.,
2010), anti-PvCSP-VK210 (2F2) (NARDIN et al., 1982), anti-PvCSP-VK247
(2E10.E9) (COCHRANE, dados n&o publicados)], sob condi¢gdes redutoras, bem
como por ensaios de RP-HPLC (JIMENEZ et al., 2008), dicroismo circular (BOHM;
MUHR; JAENICKE, 1992; JIMENEZ et al., 2008; RAMOS et al., 2004) e estabilidade
acelerada (FABER et al., 2013).
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3.1.3.1 Eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de sédio
(SDS-PAGE)

As eletroforeses foram realizadas de acordo com protocolos estabelecidos pelo
grupo. Os géis de empilhamento foram obtidos utilizando 3% de acrilamida/bis-
acrilamida, a partir das solugbes estoque [12% (m/v) acrilamida (Invitrogen, Life
Technologies Corporation USA Inc.), 1,2% (m/v) bis-acrilamida (Invitrogen, Life
Technologies Corporation USA Inc.) e 0,25 mM Tris (Invitrogen, Life Technologies
Corporation USA Inc.), 0,2% (m/v) dodecil sulfato de sdédio (SDS, Invitrogen, Life
Technologies Corporation USA Inc.)] e polimerizados utilizando 0,1% (m/v) de
persulfato de aménio (Sigma-Aldrich USA Co. LLC) e 12 uL de TEMED (Invitrogen,
Life Technologies Corporation USA Inc.) para 5 mL de solug¢do final. Os géis de
separagao foram obtidos utilizando 12% ou 15% de acrilamida/bis-acrilamida, a
partir de solugbes estoque [30% (m/v) acrilamida, 0,8% (m/v) bis-acrilamida e 0,75
mM Tris, 0,2% (m/v) SDS] e polimerizados utilizando 0,1% (m/v) de persulfato de

amonio e 12 yL de TEMED para 9 mL de solugao final.

As eletroforeses foram realizadas a 140 V em solugdo tampéo Tris-glicina (35 mM
SDS, 160 mM glicina (Synth, Labsynth Produtos para Laboratérios BRA Ltda.), 25
mM Tris-HCI). Os géis foram corados em solugéo corante [1% (m/v) Coomassie blue
R250 (USB Affymetrix USA Inc.), 45% (v/v) metanol e 10% (v/v) acido acético
(Synth, Labsynth Produtos para Laboratérios BRA Ltda.)] e descorados com solugao
descorante [45% (v/v) etanol e 10% (v/v) acido acético glacial]. As amostras foram
preparadas em tampao de amostra [concentracao final: 2,5% (m/v) glicerol, 4% (m/v)
SDS, 25 mM 2-mercaptoetanol (Bio-Rad Laboratories USA Inc.), 12,5 mM Tris-HCl e
0,025 mM azul de bromofenol (Bio-Rad Laboratories USA Inc.)] e aquecidas a 97°C

por 2 minutos.
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3.1.3.2 Immunoblotting

As proteinas recombinantes foram submetidas a eletroforese em SDS-PAGE 12%
conforme descrito anteriormente, e apds esta, as amostras separadas no gel de
acrilamida/bis-acrilamida foram eletrotransferidas para membranas de nitrocelulose
Hybond N (GE Healthcare USA Inc.) em tamp&o de transferéncia [160 mM glicina,
25 mM Tris e 20% (v/v) metanol] a 101 V por 1 hora, utilizando o sistema de
transferéncia umida Bio-Rad (Bio-Rad Laboratories USA Inc.). As membranas foram
coradas com solugdo Ponceau-S [0,1% Ponceau red (Bio-Rad Laboratories USA
Inc.) e 10% &cido acético] para confirmacao da transferéncia, e em seguida foram
incubadas por 16-18 horas, 4°C, em solu¢cdo de bloqueio [5% (m/v) leite em pd
desnatado (Molico®, Nestlé CHE S.A., Vevey, VD), 2,5% (m/v) albumina sérica
bovina] em PBS.

Apods este periodo, as membranas foram incubadas por 1 hora a T.A., com o0s
anticorpos primarios mencionados anteriormente [anti-His 1:1.000, (v/v)], anti-
PvCSP-VK210 (2F2) e anti-PvCSP-VK247 (2E10.E9) 1:100 (v/v) ou anti-PvAMA-1-
DIl [clones K14, K239, K243, K268 e K72 1:500, (v/v)], sob condigdes reduzidas por
2-mercaptoetanol e nao reduzidas. Apos 3 lavagens de 10 minutos com PBS-T
[0,05% Tween 20, (v/v), Invitrogen, Life Technologies Corporation USA Inc.], a
membrana foi incubada com o anticorpo anti-lgG de camundongo conjugado a
peroxidase (KPL, Kirkegaard & Perry Laboratories USA Inc., Gaithersburg, MA)
diluido 1:1.000 em solugao de bloqueio por 1 hora a T.A. Ap6s 3 lavagens com PBS-
T, a revelagdo por quimioluminescéncia, utilizando kit ECL Western Blotting
Analyses System (GE Healthcare USA Inc.) ocorreu, em sala escura, expondo a
membrana ao filme fotografico (GE Healthcare USA Inc.) e este as solug¢des de
revelagao e fixagdo (Eastman Kodak USA Co., Rochester, NY).
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3.1.3.3 Cromatografia liquida de alta performance em fase reversa (RP-HPLC)

das yPv

As proteinas recombinantes yPvCSAllg, e yPvAMA-1 purificadas, foram analisadas
por cromatografia liquida de alta performance em fase reversa (RP-HPLC) utilizando
uma coluna C4 Vydac (4,6 mm x 250 mm, para particulas de 300 Hm) em um
sistema HPLC Shimadzu LC Solution (Shimadzu JPN Corp., Kyoto, KY). O
procedimento foi realizado no Instituto Butantan (Sdo Paulo, SP, Brasil) gracas a
colaboracéo estabelecida com a Dra. Isabel de Fatima Correia Batista e o Dr. Rafael
Marques Porto, e utilizou um gradiente de acetonitrila (Merck KGaA DEU Inc.) de 0-
100% em 0,1% de acido trifluoracético (TFA, Thermo Fisher Scientific USA Inc.) /
90% acetonitrila a aproximadamente 24°C, sob um fluxo de 1 mL/minuto por 40
minutos. A eluigdo foi monitorada com um detector de absorbancia UV-visivel
(Shimadzu SPD M20A, Shimadzu JPN Corp.) a 214 nm (JIMENEZ et al, 2008).

3.1.3.4 Espectroscopia das yPv

Os ensaios de dicroismo circular (DC) foram realizados no espectropolarimetro
JASCO-J810 (Jasco ITA Corp., Milano, Ml) equipado com um sistema de controle de
temperatura continuo da Central Analitica (CA) do Instituto de Quimica (IQ) da
Universidade de Sao Paulo (Sdo Paulo, SP, Brasil). As proteinas recombinantes
yPvCSAllr. e yPvAMA-1, acondicionadas em uma cubeta de quartzo de 5 mm,
sofreram 10 scans UV realizados na velocidade de 20 nm/minuto, entre os
comprimentos de onda 260-200 nm com 1 nm de bandwidth para respostas de 1
segundo, a 20°C (JIMENEZ et al., 2008; RAMOS et al., 2004). Os espectros foram
corrigidos subtraindo o sinal do tampao (PBS) e a elipticidade molar (0) foi calculada

para predicdo das estruturas secundarias das proteinas recombinantes utilizando o
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software CDNN Secundary Structure Analysis (Applied Photophysics GBR Ltd.,
Leatherhead, SU) (BOHM; MUHR; JAENICKE, 1992).

3.1.3.5 Analise da estabilidade das proteinas yPv

A estabilidade das proteinas recombinantes yPv foi avaliada submetendo aliquotas
de cada proteina recombinante a incubagao de 37°C por 5 dias (FABER et al., 2013)
seguida por SDS-PAGE 12%, corado com azul de Coomassie.

3.2 Obtencao e caracterizagao das proteinas expressas em bactérias E. coli
(bPv)

3.2.1 Variantes alélicas individuais de PvCSP

3.2.1.1 Gene sintético das bPvCSP

Os plasmideos correspondentes as bPvCSP, constru¢des proteicas full lenght de
cada uma das variantes alélicas de PvCSP e a uma quimérica que fusiona os 3
repeats centrais, foram cedidos pelo Prof. Mauricio Martins Rodrigues da
Universidade Federal de Sdo Paulo (UNIFESP, Sao Paulo, SP, Brasil). As proteinas
recombinantes foram denominadas (Hisg)-PvCSP-VK210, (Hiss)-PvCSP-VK247,
(Hisg)-PvCSP-P. vivax-like e (Hisg)-PvCSP-All (TEIXEIRA et al., 2014), porém para
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facilitar, neste trabalho serdo mencionadas como bPvCSP-VK210, bPvCSP-VK247,
bPvCSP-P. vivax-like e bPvCSP-All. Brevemente, os genes sintéticos gerados
comercialmente (GenScript USA Inc.) contendo as regides imunodominantes da
proteina CS foram cdédon optimizados para expressdao em bactérias E. coli. Os
genes foram subclonados em vetor de expressdo pET-28a [Novagen, Merck KGaA
DEU Inc., (Figura 9)] e transformados em cepas E. coli BL21 DE3 (Merck KGaA DEU

Inc.) para expressao sob indugao de IPTG.

EcoRV Sphl

Regido | Regido Il

pET-28a . I

NH, COOH
Histag repeats VK210

NH, COOH
Histag repeats P. vivax-like

NH, COOH
Histag repeats VK247

NH, COOH
Histag repeats All

Figura 9 - Representagdao esquematica da fase de leitura aberta das sequéncias das
variantes alélicas de PvCSP presentes no vetor pET-28a para expressao em bactérias
E. coli. Em amarelo a sequéncia de repeats da variante de PvCSP VK210, em azul de P.
vivax-like e em verde de VK247.

3.2.1.2 Expressao, purificagao e caracterizagao bioquimica das bPvCSP

Para a expressao em média escala, os clones selecionados em expressao piloto,
foram cultivados durante 16-18 horas, 37°C, 200 rpom, em 20 mL de meio LB (Luria
Broth, Invitrogen, Life Technologies Corporation USA Inc.) contendo canamicina (30

mg/mL, Sigma-Aldrich USA Co. LLC). Apds este primeiro periodo de cultura, 300 mL
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de meio LB com canamicina foram semeados com 200 yL do pré-indculo e mantidos
sob agitagcado (200 rpm, 37°C) até obtengdo de DOgyo 0,6-0,8. A cultura foi entédo
induzida com 0,1 mM de isopropil [B-D-1-tiogalactopiranoside (IPTG, Life
Technologies Corporation USA Inc.), e apds 4 horas, as células foram recolhidas por
centrifugagéo (2.465 x g, 40 minutos, 4°C) e solubilizadas em tampao fosfato-cloreto
[NaH2PO4 (560 mM) (m/v), NaCl (300 mM) (m/v), 1 mg/mL de lisozima (Invitrogen,
Life Technologies Corporation USA Inc.) e PMSF 1 mM (Invitrogen, Life
Technologies Corporation USA Inc., pH=8,0).

O homogenato de cultura recebeu pulsos ultrassonicos de 60 segundos com
intervalo de 10 segundos, utilizando 50% de amplitude, a fim de romper as células e
liberar as proteinas (Digital Sonifier® Cell Disruptor, Branson Ultrasonics USA Corp.,
Danbury, CT). Ao final do ultrassom, as células foram recolhidas por centrifugacgao,
dispensadas, e o sobrenadante recolhido submetido a um tratamento com ureia 8 M
(Invitrogen, Life Technologies Corporation USA Inc.) visando otimizar a purificagao.
A mistura foi mantida sob agitacdo constante por 2 horas a T.A., para entdo ser
submetida a aquecimento a 100°C por 10 minutos e, finalmente, adicdo de 5 mL de
resina Ni-NTA (GE Healthcare USA Inc.) equilibrada com o tampéao fosfato-cloreto,

mesmo utilizado no processo de sonicacgao.

Apos incubacdo de 16-18 horas, sob agitagdo constante, 4°C, a resina foi
recuperada por centrifugacdo (2.000 rpm, 10 minutos, 4°C), lavada com
concentragdes decrescentes de ureia (8, 6, 4, 2 e zero M) em tampéao fosfato-
cloreto-glicerol [(NaH2PO4 (50 mM) (m/v), NaCl (300 mM) (m/v), 10% de glicerol,
pH=8,0)] e as proteinas eluidas em tampao de eluicdo [(30 mL tampao fosfato-
cloreto-glicerol, imidazol (500 mM) (m/v), 600 uL de PMSF (100 mM) (v/v), pH=8,0)].
As fragbes que continham as proteinas bPvCS foram reunidas e dialisadas em
membrana para didlise, sob agitagao constante, 16-18 horas a 4°C contra PBS. Para
a determinacdo das concentracbes foi utilizado o software de predigcao
ImageQuant™ TL, tendo como base comparativa uma curva de calibragdo com

concentracdes definidas de ASB.

A expressao de bPvCSP-VK210, bPvCSP-VK247, bPvCSP-P. vivax-like e bPvCSP-
All foi verificada por SDS-PAGE 12%, corado com azul de Coomassie e confirmada
por immunoblotting, utilizando anticorpos monoclonais anti-His (1:1.000), anti-
PvCSP-VK210 (1:100) e anti-PvCSP-VK247 (1:100).
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3.2.2 Repeats das variantes alélicas individuais de PvCSP fusionados a
flagelina FIiC de Salmonella entérica serovar Thyphimurim

Aliquotas das proteinas (His)-FliC-PvCSP-repeats purificadas foram cedidas pelo
Prof. Mauricio Martins Rodrigues. As proteinas de fusdo recombinantes
correspondentes aos repeats das variantes individuais de PvCSP fusionados a
flagelina (FliC) de Salmonella enterica serovar Typhimurium foram geradas conforme
descrito previamente (BARGIERI et al., 2008; CAMACHO et al., 2011; LEAL et al.,
2013). Brevemente, os genes sintéticos obtidos comercialmente (GenScript USA
Inc.) contendo as regibes os repeats centrais das 3 variantes alélicas da proteina
PvCS foram cédon optimizados para expressdo em bactérias E. coli e subclonados

em vetor de expressao pET-28a para expressao sob indugao de IPTG (Figura 10).

Hindlll Xhol
0: pET-28a FliC

Histag repeats VK210

Histag repeats P. vivax-like

Histag repeats VK247

Figura 10 - Representacdao esquematica da fase de leitura aberta das sequéncias de
repeats das variantes alélicas de PvCSP fusionados a flagelina FIliC presentes no
vetor pET-28a para expressdao em bactérias E. coli. Em amarelo a sequéncia de repeats
da variante de PvCSP VK210, em azul de P. vivax-like e em verde de VK247.
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3.3 Analise da imunogenicidade em camundongos

3.3.1 Animais

Apds aprovacdo pela Comisséo de Etica em Experimentacédo Animal da Faculdade
de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sao Paulo, em 02 de julho de 2012
(Protocolo CEUA/FCF/362), os ensaios biolégicos para avaliar a resposta imune
foram iniciados. Os procedimentos foram realizados nas dependéncias do biotério
da FCF/IQ-USP, em ambiente apropriado, com temperatura, luz e umidade
controladas. Foram utilizados camundongos fémeas de 6-8 semanas isogénicos,
das linhagens BALB/c (H-2%) e C57BL/6 (H-2°), com pesos entre 20-25 g, obtidos
dos biotérios de experimentagdo do ICB/USP e do IQ/USP. Os animais foram
mantidos em gaiolas de polipropileno com tampas de ago inoxidavel, contendo
maravalha previamente esterilizada, a qual foi trocada rotineiramente ao longo da

permanéncia dos animais.

3.3.2 Imunizagoes experimentais

Os grupos experimentais (Tabela 1) foram compostos por 6 camundongos. Os
animais receberam 3 doses de 10 ug das proteinas recombinantes yPvCSAllg. e
yPvAMA-1, isoladas ou em combinagdo equimolar (Mix), na presenga de 50 pg do
adjuvante acido poli-inosinico-poli-citidilico de elevada massa molecular [Poly(l:C)
HMW], num volume final de 0,1 mL, com intervalo de 15 dias. Os grupos controles
foram compostos por animais imunizados apenas com o adjuvante ou apenas as

proteinas recombinantes purificadas, dissolvidas em PBS.
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Tabela 1 - Descrigao dos grupos animais submetidos as imunizagées experimentais.

Grupos Experimentais
PBS + Poly(l:C)
PBS + yPvCSAllg

PBS + yPvAMA-1
PBS + Mix
yPvCSAllg_ + Poly(
yPvAMA-1 + Poly(
Mix + Poly(l:C)

)

I:C
I:C)

As imunizagbes foram realizadas por via subcutdnea (s.c.) nas 2 patas traseiras
(primeira dose) ou base da cauda (reforgos subsequentes) e as coletas de sangue
foram realizadas 14 dias apos cada uma das 3 doses das formulagdes vacinais, e
mensalmente da quinta a décima sexta sangria. Ao final, os animais foram
acompanhados por um periodo de 420 dias, permitindo avaliar, desta forma, a
longevidade dos anticorpos IgG induzidos (Figura 11). Todos os soros foram

recolhidos por centrifugagéo e estocados a -20°C até sua utilizagao.

/iy

1 2 3 (dosesdasvacinas)

(dias/coletas de sangue)
15 30 45

60 90 120 150 180 210 240 270 300 330 360 390 420

Longevidade

Figura 11 - Representagdao esquematica da vacinagao, coleta de sangue e anadlise da
longevidade de anticorpos IgG induzidos.
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3.3.3 Dosagem de anticorpos IgG e isotipos de IgG induzidos pelas

imunizagdes experimentais em camundongos

Placas de 96 pogos modelo high binding costar 3590 (Corning, Sigma-Aldrich USA
Co. LLC, St Louis, MO) foram sensibilizadas com 100 ng da proteina homodloga
yPvAMA-1, 200 ng de cada uma das proteinas recombinantes PvCS [proteina
homoéloga yPvCSAllg, ou as (Hise)-PvCSP- (VK210, VK247 ou P. vivax-like), ou
ainda as FIliC-PvCSP-repeats (VK210, VK247 ou P. vivax-like)] em tampéo
carbonato-bicarbonato [Na,COs; (0,01 M), NaHCO; (0,03 M), (pH=9,6)]. Essas
concentragbes foram ajustadas de modo que todas as proteinas fossem
reconhecidas de forma semelhante pelo anticorpo monoclonal anti-His. As placas
foram incubadas 16-18 horas a T.A., e apds esse periodo, lavadas 3 vezes com
PBS-T seguidas da adicdo de 200 pL/pogo de solucdo leite-ASB-PBS [leite
desnatado (5%) (m/v), ASB (2,5%) (m/v), PBS, (pH=7,4)], 2 horas a 37°C, para

bloqueio dos sitios inespecificos.

O soro recolhido dos camundongos foi testado em diluigbes seriadas, a partir de
1:100, em um volume de 50 yL, seguido por uma incubagao de 1 hora, T.A.. Apds 3
lavagens com PBS-T, foram adicionados 50 pL/pogo do anticorpo secundario de
camundongo anti-lgG conjugado a peroxidase (KPL, Kirkegaard & Perry
Laboratories USA Inc.), diluido 1:3.000 em solugao de bloqueio, 1 hora a T.A., com
posterior lavagem com PBS-T por 3 vezes. A reagdo enzimatica ocorreu pela adigao
de 1 mg/mL de o-p-fenilenediamina (OPD, Sigma-Aldrich USA Co. LLC) e 0,1%
(v/v) [Merck KGaA DEU Inc.] de HyO; diluidos em tampao fosfato-citrato [200 mM
Naz;HPO, (Synth, Labsynth Produtos para Laboratérios BRA Ltda.), 218 mM CgHsO7
(Synth, Labsynth Produtos para Laboratérios BRA Ltda.); pH=4,8-4,9], interrompida
pela adicdo de 50 pL de H»SO4 4N (Synth, Labsynth Produtos para Laboratérios
BRA Ltda.) e as D.O.49, determinadas.

A detecgao de anticorpos IgG1, 19G2a, IgG2b, 1IgG2c e IgG3 anti-yPvCSAllr_ e anti-
yPvAMA-1 nos camundongos imunizados foi realizada como descrito acima, exceto
que o anticorpo secundario foi substituido por anticorpos isotipo-especificos de
camundongo (anti-lgG1, anti-lgG2a, anti-lgG2b, anti-IgG2c e anti-lgG3) conjugados
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a peroxidase (Southern Technologies USA Corp., Lake Charles, LA) em uma
diluicdo de 1:8.000. Os titulos de anticorpos especificos foram definidos como a
maior diluicdo com uma D.O.49, superior a 0,1. Os resultados foram expressos como

titulos de anticorpos em log1o + erro padrdo da media (SEM).

3.3.4 Determinacgao da avidez dos anticorpos IgG induzidos pelas imunizagcdes

experimentais

Para comparar a avidez dos anticorpos induzidos pelas construgbes quiméricas de
PvCSP [em sistema bacteriano e em sistema eucarioto de expressao] placas de 96
pocos modelo high binding costar 3590 foram sensibilizadas com 200 ng de cada
uma das proteinas recombinantes em tampao carbonato. Cada placa teste recebeu
uma placa espelho, a qual foi submetida a tratamento desnaturante. As placas foram
incubadas 16-18 horas, T.A., e apds esse periodo, lavadas 3 vezes com PBS-T
seguidas da adi¢cao de 200 pL/pogo de solugédo de bloqueio leite-ASB-PBS, 2 horas,
37°C. Os soros coletados foram testados na diluicdo de 1:12.800, em um volume
final de 50 pL, seguido por uma incubacdo de 1 hora a T.A. Apds 3 lavagens com
PBS-T, as placas espelho receberam solugao de ureia 6M em PBS-T em um volume
de 200 pL/poco e permaneceram em contato com a solugado por 30 minutos a T.A..
Apds o periodo de tratamento desnaturante, as placas foram lavadas 3 vezes com
PBS-T e 50 pL/pogo do anticorpo secundario de camundongo conjugado a
peroxidase diluido em solugdo de bloqueio foi adicionado, 1 hora, T.A., com 3
posteriores lavagens com PBS-T. A reacdo enzimatica ocorreu pela adicao de 1
mg/mL de o-p-fenilenediamina (OPD) e 0,1% (v/v) de H,O, diluidos em tampéo
fosfato-citrato, interrompida pela adicdo de 50 pL de HySO4 4N e as D.O.49
determinadas. A porcentagem de avidez foi definida como (D.O.s92630 cOm

tratamento) / (D.O.492:630 Sem tratamento) x 100%.
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3.3.5 Analise da resposta celular

3.3.5.1 Obtenc¢ao das células esplénicas

Camundongos submetidos as vacinagdes foram eutanasiados com o auxilio de uma
camara de CO,. Dentro do fluxo laminar, imediatamente apds a verificacdo da
auséncia de sinais vitais dos animais, os bagos foram retirados com o auxilio de
pinga e tesoura estéreis e transferidos para separadores celulares cell strainer (BD
Biosciences USA Inc., San Carlos, CA), apoiados em placa de petri estéril contendo
5 mL de meio RPMI 1640 [RPMI 1640 (1,04%) (m/v) (Sigma-Aldrich USA Co. LLC),
HEPES [acido N-2-hidroxietilpiperazina N-2-etanosulfonico] (0,24%) (m/v) Gibco, Life
Technologies Corporation USA Inc., NaHCO3 (0,2%) (m/v) (Sigma-Aldrich USA Co.
LLC), estreptomicina (133 ug/mL, Sigma-Aldrich USA Co. LLC), penicilina (59 pg/mL,
Sigma-Aldrich USA Co. LLC), em H,O MilliQ, (pH=7,2-7,4)], para entdo serem
gentilmente macerados e as células recuperadas por centrifugagcdo (300 x g, 5
minutos, 4°C). As hemacias foram lisadas com a adicdo de 1 mL/bago de tampéao
hemolitico [NH4CI (0,15M) [Sigma-Aldrich USA Co. LLC], KHCO3 (1 mM) [Invitrogen,
Life Technologies Corporation USA Inc.], Na;EDTA (0,1 mM) [Invitrogen, Life
Technologies Corporation USA Inc.], em H,O MilliQ, (pH= 7,2-7,4)], o qual agiu por 2
minutos. Apos o periodo de incubacao, para cessar a agao hemolitica, foi realizada
nova centrifugacdo, nas condigdes acima mencionadas. O procedimento de lavagem
foi repetido e o sedimento celular foi finalmente ressuspendido em 1 mL de meio
RPMI 1640 suplementado [0,055 mM 2-mercaptoetanol (Gibco, Life Technologies
Corporation USA Inc.), 2 mM L-glutamina (Gibco, Life Technologies Corporation USA
Inc.), 1 mM piruvato de sodio (Gibco, Life Technologies Corporation USA Inc.), 1%
(v/v) vitaminas-MEM (Gibco, Life Technologies Corporation USA Inc.), 1% (v/v)
aminoacidos nao essenciais MEM- NEAA (Gibco, Life Technologies Corporation
USA Inc.) e 10% de soro bovino fetal, RPMI 1640]. O homogenato foi diluido em
corante vital azul de Trypan (0,4% (v/v), Gibco, Life Technologies Corporation USA
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Inc.) e as células foram contadas, utilizando uma camara de Neubauer (LO,
Laboroptik UK Ltd, Lancing Business Park, LA).

3.3.5.2 Proliferagao de células T

Foram marcadas 50x10° células com 1,25 pM éster succinimidil carboxi-fluoroscein-
diacetato (CFSE, Invitrogen, Life Technologies Corporation USA Inc.) diluido em
PBS, 37°C. O excesso do corante foi removido por centrifugacdo e o sedimento
celular ressuspendido em meio RPMI 1640 e nova contagem realizada. As células
foram diluidas para a concentracdo de 3x10°/poco, e o plaqueamento foi efetuado
em placas de 96 pogos com fundo em “U” modelo binding costar 3799 (Corning
Incorporated USA Inc.), na presenga de estimulos esterilizados por 200 Gy de
irradiagao utilizando o irradiador de cobalto-60 modelo GammaCell-220 (IPEN,
Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares, Sao Paulo, SP, Brasil) [10 yg/mL de
proteinas recombinantes, 26 ug/mL do pool de peptideos sintéticos com regides
sobrepostas (15 mers) que cobrem toda a extensédo das regides N-terminal e C-
terminal de PvCSP (GenScript USA Inc., Piscataway, NJ) ou 2,5 uyg/mL do mitégeno
Concanavalina A (Con A, Sigma-Aldrich USA Co. LLC)]. A incubagdo em estufa a
5% de CO; durou 5 dias, e apds este periodo, as células foram recolhidas por

centrifugagéao.

As células foram marcadas com os anticorpos/fluorocromos (BD Biosciences USA
Inc.) diluidos em tamp&o MACS [ASB (0,5%) (m/v), EDTA (2 mM), PBS, (pH=7,2-
7,4)] de acordo com o descrito na Tabela 2, e ap6s 1 lavagem com tampao MACS,
as células foram adquiridas por citometria de fluxo no citbmetro FACSCantoll™ (BD
Biosciences USA Inc.). A analise dos eventos foi realizada através do software
Flowdo versdo 9.3.3 (Tree Star USA Inc., Ashland, OR). Os resultados foram
expressos em porcentagem de células proliferando, célculo que consiste na
subtragdo dos valores dos grupos imunizados com as proteinas recombinantes e re-

estimulados dos do grupo controle das imunizagdes.
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Tabela 2 - Fluorocromos utilizados nos experimentos de citometria de fluxo.

Marcador Diluicao Tipo de marcagao

PercP-CY5.5 CD4 1:100 Superficie
PE-CY7 CD8 1:100 Superficie
APC-CY7 CD3 1:50 Superficie

3.3.5.3 Dosagem de IFN-y por ELISPOT

No dia anterior a eutanasia dos animais e inicio da cultura, placas de nitrocelulose
de 96 pogos modelo MAHAS4510 (Millipore, Merck KGaA DEU Inc.) foram
sensibilizadas com 10 pg/mL do anticorpo de captura monoclonal, R4 anti-
camundongo IFN-y (BD Biosciences USA Inc.), diluido em PBS estéril. Os pogos
foram cobertos com 60 uL da diluigdo, e as placas mantidas por incubacédo 16-18
horas, T.A.. Ap6s incubacédo, o anticorpo foi removido por aspiracdo e as placas
lavadas 3 vezes com 100 pL de meio RPMI 1640. Os sitios inespecificos foram
bloqgueados com meio R10 [soro bovino fetal (10%) (v/v) Gibco, Life Technologies
Corporation USA Inc., RPMI 1640], 2 horas, 37°C. A solu¢do de bloqueio foi
aspirada, e as células esplénicas, obtidas como descrito anteriormente para os
ensaios de proliferacdo, foram adicionadas a placa na concentragdo de 5x10°/poco
(em um volume final de 50 uL), assim como os estimulos diluidos em meio RPMI
1640-IL-2 [IL-2 (0,03%) (v/v), RPMI 1640].

Apos incubacdo de 24 horas a 37°C, em estufa com 5% de CO,, as células foram
descartadas e as placas lavadas 3 vezes com PBS e 5 vezes com PBS-T. O
anticorpo de detecg¢ao anti-camundongo biotinilado XMG 1.2 (BD Biosciences USA
Inc.) diluido em PBS-T (1:200) foi adicionado em um volume final de 75 pL e uma
nova incubacdo de 16-18 horas a 4°C, ao abrigo da luz foi realizada. Apos 6
lavagens com PBS-T, 100 pL/pogo de solugdo de estreptavidina marcada com
peroxidase (BD Biosciences USA Inc.) diluida 1:500 em PBS-T foi adicionado a

placa.

LIMA, L. C.



47

Apoés 2 horas de incubacédo a T.A., 5 lavagens com PBS-T e 3 com PBS foram
realizadas e DAB (3,3° diaminobenzidina tetrahidrocloreto, Invitrogen, Life
Technologies Corporation USA Inc.,) diluido em agua destilada (em um volume final
de 100 pL/pogo) adicionado. A reagao enzimatica foi mantida por 15 minutos e
interrompida descartando o substrato, e submetendo a placa a lavagem com agua
corrente em abundancia. Apés completa secagem das placas, os spots foram

contados em microscopio optico.

3.3.5.4 Dosagem de IL-2, IL-4, IL-6, IFN-y, TNF-a, IL-17A e IL-10 por Cytometric
Bead Array (CBA)

O sobrenadante da cultura dos esplendcitos foi cuidadosamente recolhido, apds 24
horas de contato com os estimulos previamente descritos. A analise e quantificacao
das citocinas secretadas foram determinadas utilizando o kit Cytometric Bead Array
Th1/Th2/Th17 para camundongos (CBA, BD Biosciences USA Inc.). Para a
aquisicao dos eventos foi utilizado o citdbmetro FACSCantoll™. O kit € composto por
beads que permitiram a dosagem de interleucina-2 (IL-2), interleucina-4 (IL-4),
interleucina-6 (IL-6), interleucina-10 (IL-10), interleucina-17A (IL-17A), interferon
gamma (IFN-y) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), em comparagdo a uma

curva padrao fornecida pelo fabricante.

Ao sobrenadante de cultura foram adicionadas quantidades equimolares das beads
de captura de citocinas individuais, e a mistura foi submetida a agitagdo vigorosa.
Em sequéncia, foi adicionado o reagente de detecgdo Th1/Th2/Th17 marcado com o
fluorocromo PE e uma incubagdo de 2 horas a T.A., sob o abrigo da luz, foi
realizada. Apds esse periodo, as amostras foram centrifugadas a 200 x g, 5 minutos
a T.A., o sobrenadante descartado e os sedimentos ressuspendidos em tampao de
lavagem fornecido pelo fabricante (wash buffer) para aquisi¢ao no citdmetro (300 mil

eventos/amostra). A analise dos dados foi realizada utilizando o software FCAP
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Array™ versao 3.0 (Soft Flow, HU Inc., Pécs, BA) e os resultados expressos em

pg/mL e % de citocinas secretadas por grupo analisado.

3.4 Analise estatistica

Os experimentos foram realizados de forma inteiramente casualizada e todos os
dados obtidos testados quanto a distribuigdo normal (teste de Shapiro-Wilk) e a
homogeneidade das variancias (testes de Levene e Brown-Forsythe) [software I1BM
SPSS Statistics Standart, IBM, USA Inc., New York, NY]. Constatadas a satisfagéao
das condi¢des para aplicacdo dos testes estatisticos paramétricos de comparagéao
das médias de amostras independentes, de uma populacdo, subdividida em varios
grupos, posteriormente, as comparagdes foram realizadas pela Analise de Variancia
Unidimensional (One-Way ANOVA) seguida do teste de Tukey. No conjunto de
dados em que nao foram observadas distribuicdo normal e, principalmente, a
homogeneidade das variancias, os testes estatisticos ndo paramétricos de Mann-
Whitney ou Kruskal-Wallis foram adotados para comparagédo de 2 ou mais grupos,
respectivamente. As analises estatisticas realizadas adotaram o nivel de
significancia de 5% (P<0,05). As diferengas entre as propor¢des de individuos
respondedores foram analisadas pelo teste Chi-quadrado e as correlagdes nao
parameétricas obtidas por Spearman. Todas as analises foram realizadas utilizando o
software GraphPad PRISM® versao 5.0 (GraphPad Software, USA Inc., LA Jolla,
CA) e os graficos confeccionados pelo software SigmaPlot® versdo 10.0 (GraphPad
Software, USA Inc.).
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4 RESULTADOS

4.1 Obtencao das proteinas recombinantes em levedura P. pastoris (yPv) para

a imunizagao experimental de camundongos

4.1.1 Proteina Circunsporozoita quimérica (yPvCSAllg.)

O plasmideo PpPICOK-yPvCSAllr. foi utilizado para transformar leveduras
metilotréficas P. pastoris competentes da linhagem GS115, apds linearizagdo com
as enzimas de restricdo Sall e Bglll, conforme protocolo descrito na secao de
Materiais e métodos. Os clones de leveduras transformantes His®, identificadas apos
3-4 dias de incubacdo a 30°C, foram cultivadas por 96 horas sob indugdo com
metanol. Aliquotas recolhidas, imediatamente antes de cada indugao realizada, com
intervalo de 24 horas, foram submetidas & SDS-PAGE 12% corado com azul de
Coomassie, no qual foi identificada a expressao da proteina recombinante quimérica
apos a primeira adicdo de metanol com padrédo de migracdo em 2 bandas, tendo a
majoritaria massa molecular aparente de 54 kDa (Figura 12).

A confirmacdo da expressdo de yPvCSAllg. foi realizada por immunoblotting
utilizando anticorpos monoclonais especificos anti-His, anti-PvCSP-VK210 (2F2) e
anti-PvCSP-VK247 (2E10.E9) sob condi¢des reduzidas por 2-mercaptoetanol e nédo
reduzidas (Figura 12A). O reconhecimento da proteina quimérica em ambas as
condigdes infere que os epitopos (VK210 e VK247) que compdem a regido central
de yPvCSAllr_ s&o lineares e acessiveis ao contato com os anticorpos monoclonais

avaliados.
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Figura 12 - A proteina recombinante quimérica yPvCSAll;_ é expressa de forma soluvel
em P. pastoris, apés 24 horas de indugdao, com padrdo de migracio em 54 kDa
preservando os 3 epitopos e a cauda de hexa-histidina. O gene sintético codon
optimizado pvcsall foi inserido na cepa de levedura P. pastoris por eletroporagao, e a
expressao da proteina quimérica yPvCSAllg. ocorreu sob indugdo com metanol. O
immunoblotting utilizando anticorpos monoclonais especificos anti-His [1:1.000, (v/v)], anti-
PvCSP-VK210 (2F2) e anti-PvCSP-VK247 (2E10.E9) [1:100, (v/v)], sob condi¢des reduzidas
por 2-mercaptoetanol (R) e ndo reduzidas (NR), confirmou a expressao da molécula em sua
integridade (A.). Clone selecionado por resisténcia a 2 mg/mL de G418, foi utilizado para
expressao em média escala, e a proteina quimérica purificada foi obtida apds 2 etapas
cromatograficas (B.) MM: Marcador molecular.

Paralelamente a esta primeira expressao foram selecionados clones multicopias
resistentes a 2,0 mg/mL do antibiético G418, os quais foram empregados na
otimizacao das condicdes de expressao para posterior escalonamento de cultura.
Foram avaliados volume de cultura indutor (BMMY) em relagdo ao de cultura
repressor (BMGY), tempo de duragdo do cultivo e volume de indutor adicionado.
Ficaram estabelecidos os parametros concentracdo de BMMY em relagdao a BMGY
(0,2X), 72 horas de cultura com indugédo diaria utilizando 1% de metanol. Apds
padronizagao, a cultura inicial foi escalonada para 200 mL (BMMY, média escala) e
a proteina quimérica submetida aos processos de purificagdo por cromatografia de
afinidade (Figura 13A) e de troca i6nica (Figura 13B), sendo o produto final de

elevada pureza, livre de produtos de degradacdo (Figura 12B) e de elevado
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rendimento (7,5-10 mg/L), conforme demonstra o cromatograma de RP-HPLC

(Figura 13C), em que assim como os demais ha apenas 1 pico unico majoritario.
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Figura 13 - Os cromatogramas com picos Unicos majoritarios permitem identificar a
proteina recombinante yPvCSAll;, sem produtos de degradacao e elevado
rendimento, confirmando a pureza final da proteina recombinante. Em (A.) e (B.) estédo
os cromatogramas gerados pelo sistema AKTA Prime Plus (GE Healthcare USA Inc.)
durante o processo de purificagdo por afinidade em coluna de niquel e troca ibnica em
coluna catibnica, respectivamente. Em (C.) o cromatograma de RP-HPLC, utilizando um
gradiente de eluicdo combinando tampé&o “A” [TFA (0,1%) (v/v), agua] e “B” [TFA (0,1 %)
(v/v), acetonitrila (90%) (v/v)], 24°C, 1 mL/minuto por 40 minutos, em uma coluna C4.
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4.1.2 Antigeno 1 de Membrana Apical

A proteina recombinante yPvAMA-1 foi obtida seguindo o protocolo previamente
estabelecido pelo grupo (VICENTIN et al., 2014). Os cromatogramas de purificagdo
por cromatografia de afinidade (Figura 14A) e troca idnica (Figura 14B)
apresentaram pico unico, assim como visualizado para yPvCSAllg, caracterizando
produto final de elevada pureza, sem produtos de degradagdo, conforme
cromatograma de RP-HPLC (Figura 14C), com rendimento de 7,5-10 mg/mL (Figura
14D), o qual foi reconhecido por anticorpos monoclonais especificos contra a cauda
de hexa-histidina (anti-His) e contra o dominio Il [K214, K339, K43, K68 e K,72,
(Figura 14E)].

4.2 Caracterizagao biofisica e bioquimica das proteinas yPv

A fim de complementar as analises de immunoblotting, ensaios de RP-HPLC,
dicroismo circular e estabilidade acelerada foram realizados para caracterizar as
proteinas yPv produzidas para a realizagdo deste trabalho. Os ensaios de
immunoblotting confirmaram a expressdo de yPvCSAllr. e yPvAMA-1, através do
reconhecimento de epitopos presentes nas regides centrais da proteina pré-
eritrocitica (repeats VK210 e VK247) e no dominio |l do ectodominio de AMA-1, além
da cauda de hexa-histidina inserida em ambas as constru¢des (Figuras 5 e 6A).
Estes ensaios permitiram ainda verificar um reconhecimento similar da regiao central
de yPvCSAllr. em condi¢bes redutoras e nao redutoras, inferindo que os epitopos
presentes nesta regido da proteina quimérica ndo sdo conformacionais e estao
acessiveis ao contato com os anticorpos (Figura 12A), resultado também observado
com yPvAMA-1 na presenca dos 5 diferentes monoclonais direcionados para o seu

dominio Il (Figura 14E).
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Figura 14 - A proteina recombinante yPvAMA-1 expressa em P. pastoris possui padrao
de migragdao em 53 kDa e é reconhecida por anticorpos monoclonais especificos. O
gene sintético codon optimizado pvama-1 foi inserido na cepa de levedura P. pastoris por
eletroporacéao, e a expressao da proteina ocorreu sob indugido com metanol. Em (A.) e (B.)
estdo os cromatogramas gerados pelo sistema AKTA Prime Plus (GE Healthcare USA Inc.)
durante o processo de purificagdo por afinidade em coluna de niquel e troca ibnica em
coluna catidnica, respectivamente. Em (C.) o cromatograma de RP-HPLC, utilizando um
gradiente de eluicdo combinando tampéao “A” [TFA (0,1%) (v/v), agua] e “B” [TFA (0,1 %)
(v/v), acetonitrila (90%) (v/v)], 24°C, 1 mL/minuto por 40 minutos, em uma coluna C4. O
SDS-PAGE 12%, corado com azul de Coomassie, mostra a proteina purificada (D.), e os
immunoblotting utilizando anticorpos monoclonais especificos anti-His [1:1.000, (v/v)], anti-
AMA-1-DII-K;14, anti-AMA-1-DII-K;39, anti-AMA-1-DII-K,43, anti-AMA-1-DII-K;68 e anti-
AMA-1-DII-K,72 [1:500, (v/v)], sob condigbes reduzidas por 2-mercaptoetanol (R) e nao
reduzidas (NR), confirmaram a expressdo da molécula em sua integridade (E.). MM:
Marcador molecular.
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Figura 15 - As proteinas recombinantes yPvCSAll;, e yPvAMA-1 apresentam
predominio de fitas 8, porém apenas o espectro DC de yPvAMA-1 corresponde ao de
uma proteina enovelada. O espectro de dicroismo circular corresponde ao sinal
espectroscépico das yPv, com um comprimento de onda variando de 200 a 260 nm,
deconvoluido pelo software CDNN Secundary Structure Analysis (Applied Photophysics).

Dados mais consistentes sobre a conformacédo dessas moléculas foram obtidos por
espectroscopia. Os espectros dos ensaios de dicroismo circular (Figura 15) foram
deconvoluidos utilizando o programa CDNN Secundary Structure Analysis, e as
percentagens de a-hélix, outras estruturas (antiparalelas, paralelas e fitas ), e
random coil estimadas. O espectro DC deconvoluido de yPvCSAllg_ predisse 13,6%
de estruturas a-hélix, 59,8% de outras estruturas e 48,7% de estruturas random coll,
percentagens similares aos de outras 2 proteinas PfCSP recombinantes analisadas
biofisicamente (PLASSMEYER et al., 2009). Apos 250 nm, foi observado um sinal
muito fraco, o que pode ser associado a um numero bastante baixo de estruturas
terciarias. O espectro DC de yPvAMA-1 demonstrou predominio de formas fita [3,
com pico em 208 nm e as percentagens 12,4% de a-hélix, 62,8% de outras
estruturas, e 54,2% de estruturas random coil, como ja demonstrado anteriormente
por nosso grupo (VICENTIN et al., 2014), resultado consistente com a emissao
fluorescente de uma proteina enovelada. A estrutura secundaria de yPvAMA-1 é

condizente com a estrutura cristalizada da cepa Sall de PvAMA-1, apresentados
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anteriormente (PIZARRO et al.,, 2005). A soma dos elementos das estruturas
secundarias calculadas a partir do espectro mostra valores de 104 a 129,4%,

mostrando confianga nas medicdes e deconvolugdes.

Paralelamente a analise conformacional, uma vez que as proteinas yPv visam ser
empregadas em programas de vacinagdo em areas que abrangem regides de dificil
acesso e poucos recursos de infraestrutura, yPvCSAllre e yPvAMA-1 foram
submetidas a teste de estabilidade acelerada (FABER et al., 2013). Apds incubacéao
de 5 dias a 37°C, foi verificado em SDS-PAGE 12% corado com azul de Coomassie
a preservagao do padrao de migragao de yPvCSAllg, sem indicios de degradacéo, e
minima degradacao de yPvAMA-1, mostrando elevada estabilidade destas proteinas
recombinantes a periodos prolongados sem refrigeracao, caracteristica interessante

dada suas propostas vacinais (Figura 16).

kba MM 1 2

116,0
66,2 Figura 16 - A proteina recombinante yPvCSAllg_ foi
caracterizada como estavel a periodos prolongados
sem refrigeragao, ao contrario de yPvAMA-1. SDS-
45,0 PAGE 12%, corado com azul de Coomassie, sob
350 condicdbes reduzidas por 2-mercaptoetanol, apos
' incubagcao de 5 dias a 37°C. (1.) yPvCSAllg. e (2.)
25,0 vaAMA-1 .
18,4
144
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4.3 Obtencao das variantes alélicas individuais de PvCSP para aplicagdo na
avaliacao da especificidade dos anticorpos anti-yPvCSAllg., ensaio de avidez e

analise da resposta celular

Das 4 proteinas bPvCS, Figura 17, 3 foram produzidas para serem empregadas nos
ensaios de avaliagdo da especificidade dos anticorpos induzidos contra yPvCSAllg.
assim como para atuarem como estimulos das culturas de esplendcitos. A quarta
proteina recombinante, bPvCS-All, foi produzida para ser aplicada na avaliagao
comparativa da avidez dos anticorpos induzidos por ela, com os anticorpos anti-
yPvCSAll,.

Todas as 4 foram obtidas sem produtos de degradacgédo, com elevado rendimento,
10-30 mg/mL e com padrdo de migragao de 50,0-55,0 kDa, visualizado em SDS-
PAGE corado com azul de Coomassie, em que a proteina bPvCSP-VK210
apresentou o menor tamanho entre as 4, bPvCSP-VK247 migrou de forma similar a
quimérica bPvCSP-All, e bPvCSP-P. vivax-like mostrou ser a maior entre as 3
variantes de PvCSP (TEIXEIRA et AL., 2014) (Figura 17A).

A confirmagdo da expressao ocorreu por immunoblotting utilizando anticorpos
monoclonais. As 4 proteinas recombinantes foram reconhecidas pelo anticorpo
contra a cauda de hexa-histidina, enquanto que a proteina correspondente a
variante PvCSP-VK210 e a bPvCSP-All pelo anticorpo 2F2, e as proteinas bPvCSP-
VK247 e bPvCSP-All pelo 2E10.E9 (Figura 17B). As analises de immunoblotting
realizadas para confirmar a expressdo destas proteinas ficou restrita a esses
monoclonais, uma vez que nao possuimos um anticorpo monoclonal especifico para
a variante P. vivax-like. Nos ensaios, n&o foi verificado o reconhecimento cruzado

entre os anticorpos monoclonais 2F2 e 2E10.E9 (Figura 17B).
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Figura 17 - As sequéncias repeats de cada uma das bPvCSP foram reconhecidas de
forma especifica confirmando a expressao integra das proteinas recombinantes
bPvCSP-VK210, bPvCSP-VK247, bPvCSP-P. vivax-like e bPvCSP-All. Os genes
sintéticos das variantes alélicas de PvCSP foram inseridos no vetor pET-28a e
transformados em cepa de BL21 DE3 de bactérias E. coli. Clones, selecionados por
resisténcia a canamicina, foram utilizados para expressdo sob inducdo de IPTG e os
produtos do ultrassom foram purificados por 2 etapas de cromatografia de afinidade. A
expressao das bPvCSP foi verificada por SDS-PAGE 12% corado com azul de Coomassie e
confirmada por immunoblotting utilizando anticorpos monoclonais especificos anti-His
(1:1.000, v/v), anti-PvCSP-VK210 (2F2) e anti-PvCSP-VK247 (2E9.E10) [1:100, v/v], sob
condigdes reduzidas por 2-mercaptoetanol. MM: Marcador molecular. (1.) bPvCSP-VK210,
(2.) bPvCSP-VK247, (3.) bPvCSP-P. vivax-like e (4.) bPvCSP-AlIl.
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4.4 Determinacao da resposta de anticorpos induzida em camundongos pela
vacinagao com yPvCSAllg. e yPvAMA-1

4.41 Magnitude da resposta de anticorpos IgG (e isotipos de IgG) anti-
yPvCSAllg_ e anti-yPvAMA-1

Para avaliar a magnitude da resposta de anticorpos induzida pela formulagbes
vacinais testadas, camundongos das linhagens BALB/c (H-2%) e C57BL/6 (H-2°),
foram submetidos a protocolo de imunizagdo homodlogo de indugdo e reforgo,
conforme descrito anteriormente. A cinética da resposta imune induzida pela
vacinagdo com as proteinas recombinantes foi determinada por titulos de anticorpos,
presentes nos soros recolhidos 14 dias apds cada uma das 3 imunizagoes, e
mensalmente, durante o periodo de acompanhamento para determinagdo da
longevidade. Os titulos de anticorpos IgG foram determinados por ELISA, ensaios
nos quais as placas foram sensibilizadas com as proteinas homoélogas, yPvCSAllg_ e
yPvAMA-1 (Figura 18).

A proteina yPvCSAllg_ induziu baixos titulos de IgG totais em camundongos BALB/c,
que ainda foram reduzidos significativamente com a adi¢gdo da proteina yPvAMA-1
(P<0,01) (Figura 18A). Reproduzindo experimentos prévios de nosso grupo
(VICENTIN et al., 2014), a vacinagédo desta linhagem de animais com 3 doses do
ectodominio de AMA-1 induziu elevados titulos de anticorpos IgG especificos, os
quais ndo sofreram influéncia com a coadministragdo de yPvCSAllr. (P>0,05)
(Figura 18A).

Devido a baixa imunogenicidade de yPvCSAllg_ verificada em camundongos BALB/c
(H-2%), a vacinacdo de uma segunda linhagem de animais com diferente complexo
de histocompatibilidade foi iniciada. A linhagem de camundongos C57BL/6 (H-2P)
soroconverteu a YyPvCSAllr. apds 1 dose da vacina e os titulos de anticorpos anti-
yPvCSAllg. tiveram efeito cumulativo apés cada uma das doses da formulagéo

administrada (Figura 18B), superando, apdés a dose final, os elevados titulos
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observados com a proteina yPvAMA-1 (P<0,01), e ndo sendo influenciados pela
coadministracdo (P>0,05). As diferencas entre os camundongos H-2° e H-2°, diante
da inoculagcdo de yPvCSAllg, foram de encontro as observagdes de YADAVA e
colaboradores (2007) com a vacina VMPO0OO1. A resposta de anticorpos anti-
yPvAMA-1 ndo mostrou ser dependente do haplétipo de MHC dos animais
avaliados, sendo os titulos induzidos em C57BL/6 (Figura 18B) equivalentes aos

anteriormente observados em BALB/c.

Ao avaliar as subclasses de IgG, diferengas entre as linhagens de animais,
novamente foram observadas. Entre IgG1, IgG2a, IgG2b, e IgG3, dosados nos soros
de camundongos BALB/c, ndo foram identificadas diferengas significativas entre os
titulos obtidos por ELISA, em nenhum dos grupos experimentais, apenas uma
tendéncia de predominio de IgG1 foi observada nos ensaios (Figura 19A). Os
animais que receberam yPvCSAllg. apresentaram razao IgG1/lgG2a de 3,67, a qual
foi alterada para 10,67 com a coadministragcdo a yPvAMA-1, valores que indicam
balanceamento da resposta Th1/Th2. Os anticorpos induzidos contra yPvAMA-1
apresentaram valores préximos para a razao, sendo 11,33 o valor para o grupo que

recebeu a proteina isolada e 6,67 no grupo que recebeu a coadministragéo.

Entre os animais C57BL/6, o grupo que recebeu a proteina yPvAMA-1 isolada
manteve a resposta balanceada e nao apresentou diferenga significativa entre as
subclasses 1gG1, IgG2a, 1gG2c, e IgG3 (P>0,05). Entre os camundongos que
receberam yPvCSAllr, a proteina isolada induziu um significativo (P<0,001)
predominio de anticorpos IgG1 (Figura 19B), padrdo de resposta Th2 mantido entre
0s animais que receberam as proteinas combinadas. A razdo IgG1/lgG2c dos
anticorpos anti-yPvCSAllr. foi de 64,00, a qual foi reduzida para 10,67 com a
coadministracdo de AMA-1. Os animais que receberam yPvAMA-1 isoladamente
apresentaram razao IgG1/IgG2c de 4,00 a qual subiu para 101,33 no grupo que
recebeu a combinagdo. Os valores da razdo 1gG1/IgG2¢c mostram polarizagao para
Th2 induzida por yPvCSAllg., a qual é balanceada por AMA-1 (Figura 19B).

LIMA, L. C.



61

7
[ Apb6s 12 dose
VzzZ2 Apods 22 dose

» B Apos 32 dose

o

kel 6 1

N

3

2o

© 9

[

$az

o 8 n

D O L

w &

e

8EZS

s g =

% o

2§

1]

o

]

g

G1 G2 G4 G1 G3 G4
Contra yPvCSAll, Contra yPvAMA-1

G1: PBS+Poly(l:C)
G2: yPvCSAll. +Poly(l:C)
G3: yPvAMA-1+Poly(l:C)
G4: Mix+Poly(l:C)

[ Apos 12 dose
Apos 22 dose
B Apos 32 dose

%
/
.
%
.
G1 G2 G4 G1 G3 G4
Contra yPvCSAll Contra yPvAMA-1

em camundongos C57BL/6
(logqq) +/- SEM

Titulos de anticorpos IgG totais induzidos

G1: PBS+Poly(l:C)
G2: yPvCSAll, +Poly(1:C)

G3: yPvAMA-1+Poly(l:C)
G4: Mix+Poly(l:C)

Figura 18 - A imunogenicidade da proteina quimérica yPvCSAll;. é linhagem-
dependente. Camundongos BALB/c (A.) e C57BL/6 (B.) foram imunizados 3 vezes, por via
subcutanea (s.c.), com 10 yg de cada proteina recombinante produzida em levedura P.
pastoris emulsificada no adjuvante Poly(l:C) (50 pg) com intervalo de 15 dias. Os animais
do grupo controle receberam somente as proteinas recombinantes ou apenas o adjuvante,
dissolvidos em PBS. Os resultados estao expressos como media aritmética dos titulos de
anticorpos de cada grupo em logxSEM, e foram estatisticamente comparados usando
One-Way ANOVA seguido por Tukey test para multiplos eventos. As diferencas
estatisticamente significativas estdo destacadas no grafico: **P<0,01 e ***P<0,001. As
Diferencas nao significativas (n.s) estao indicadas (P>0,05).
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Figura 19 - A proteina quimérica yPvCSAllr. induz resposta de anticorpos polarizada
para Th2 em camundongos C57BL/6. Os isotipos, 1gG1, 1gG2a, IgG2b, 1gG2c e IgG3,
induzidos em camundongos BALB/c (A.) e C57BL/6 (B.), foram avaliados por ELISA contra
as proteinas homoélogas yPvCSAll;. e yPvAMA-1. Os titulos de anticorpos foram utilizados
para calculo da razdo IgG1/IgG2a (A.) e 1gG1/IgG2c (B.). Os resultados estdo expressos
como media aritmética dos titulos de anticorpos de cada grupo em logxSEM, e foram
estatisticamente comparados usando One-Way ANOVA seguido por Tukey test para
multiplos eventos. As diferencas estatisticamente significativas estdo destacadas no grafico:
*P<0,05, **P<0,01 e ***P<0,001. As diferencas nao significativas (n.s) estdo indicadas
(P>0,05).
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4.4.2 Determinacgao da especificidade dos anticorpos anti-yPvCSAllg_

Com o intuito de refinar a resposta de anticorpos anti-yPvCSAllr. estes foram
testados contra as proteinas recombinantes obtidas pelo sistema bacteriano de
expressao bPvCSP-VK210, bPvCSP-VK247 e bPvCSP-P. vivax-like, que
representam as variantes individuais de PvCSP (Figura 9). Ao comparamos o0s
titulos de anticorpos IgG, obtidos em ensaios de ELISA, diferengas estatisticamente
significativas (P<0,05) entre as 3 variantes alélicas ndo foram identificadas nos soros
dos animais BALB/c (Figura 20A) ou C57BL/6 (Figura 20B) imunizados com a
proteina yPvCSAllr_. isoladamente ou em combinagdo a yPvAMA-1, inferindo que
nao ha prevaléncia de nenhuma variante na indug¢ao dos anticorpos anti-yPvCSAllg, .

As bPvCSP possuem além dos repeats centrais, que as distinguem, as regides N- e
C-terminais de PvCSP. Desta maneira, a fim de eliminar o viés dos anticorpos
induzidos contra essas outras regides da proteina, novos ensaios de avaliacéo da
especificidade foram realizadas utilizando proteinas recombinantes contendo apenas
0s repeats centrais de cada uma das 3 variantes da proteina PvCS em fusdo com a
flagelina FIiC (Figura 10). Os resultados dos novos ensaios mostraram a significativa
prevaléncia (P<0,001) dos repeats das variantes PvCSP-VK210 e PvCSP-P. vivax-
like em relagdo ao da PvCSP-VK247, tanto em animais BALB/c (Figura 20A) quanto
em C57BL/6 (Figura 20B).

LIMA, L. C.



64

]
] 7
N
3
el
£
123
Q
e 6 1
2
o
o o
22
_i m E 5 4
< 8w
N oD L kk
O <€ F RN
S O
(- i Hoxx
235 N
E ES 4 .
2 ; ns ns .
Qo
5 ns
p]
€ 34 ok
o ns —
o dkk
> okl
: s
2
[ 2
G4
[ Contra bPVCSP-VK210 full lenght
kzzZ2 Contra bPvCSP-VK247 full lenght G2: yPvCSAll +Poly(l:C)
B Contra bPVCSP-P.vivax-like full lenght G4: Mix+Poly(I:C)
XY Contra (His)-FliC-PvCSP-VK210 (apenas repeats)
E== Contra (His)-FliC-PvCSP-VK247 (apenas repeats)
[ Contra (His)-FliC-PvCSP-P. vivax-like (apenas repeats)
3
S 7
5
2 e
£ ek
g ©
2 F_E' ns ns
= s
L O 5
< 0o 0
@S
Q2%
€83
TS5
€ E L 4
T § —
8 o
£
Q
8 ()
R
S
Lo}
©
1]
o
E]
[ 2

[ Contra bPvCSP-VK210 full lenght

Contra bPvCSP-VK247 full lenght G2: yPvCSAll +Poly(l:C)
BRXY Contra bPvCSP-P.vivax-like full lenght G4: Mix+Poly(1:C)

Contra (His)-FIliC-PvCSP-VK210 (apenas repeats)
E=3 Contra (His)-FliC-PvCSP-VK247 (apenas repeats)
[ Contra (His)-FIliC-PvCSP-P.vivax-like (apenas repeats)

Figura 20 - Os anticorpos anti-yPvCSAll;. reconhecem as diferentes variantes alélicas
de PvCSP com predominio dos repeats de VK210 e P. vivax-like. Os anticorpos anti-
yPvCSAllg_ induzidos em camundongos BALB/c (A.) e C57BL/6 (B.), foram testados contra
proteinas recombinantes expressas em sistema bacteriano representando as variantes
alélicas individuais de PvCSP full lenght, bPvCSP-VK210, bPvCSP-VK247 e bPvCSP-P.
vivax-like, bem como contra apenas os repeats centrais individuais fusionados a flagelina
FliC. Os resultados estdo expressos como media aritmética dos titulos de anticorpos de
cada grupo em logoxSEM, e foram estatisticamente comparados usando One-Way ANOVA
seguido por Tukey test para multiplos eventos. As diferengas estatisticamente significativas
estdo destacadas no grafico: ***P<0,001. As diferengas nao significativas (n.s) estao
indicadas (P>0,05).
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4.4.3 Determinacdao da longevidade dos anticorpos anti-yPvCSAllg. e anti-
yPvAMA-1

Devido a baixa indugdo da resposta de anticorpos contra a proteina yPvCSAllg. a
andlise da longevidade dos anticorpos IgG foi realizada apenas em animais
C57BL/6. Para o acompanhamento, coletas mensais de sangue foram realizadas,
apo6s a terceira dose vacinal. Ao total foram coletadas 16 amostras de sangue de
cada camundongo, totalizando um acompanhamento de 476 dias de vida dos
animais, 420 dias ap6s a administracao da ultima dose das formulagbes conforme

demonstrado na Figura 11.

O grupo vacinado com yPvCSAllg_ e Poly(l:C) manteve os titulos de anticorpos IgG
inalterados entre a terceira e nona coletas de sangue (P<0,05), momento em que foi
identificado o primeiro decaimento significativo nos titulos induzidos. Apds a
identificacdo desta queda, os titulos permaneceram estaveis até a décima terceira
coleta, momento que marcou o inicio do ultimo declinio, e os anticorpos nao
responderam mais ao antigeno na décima sexta (Figura 21A). Entre os animais que
receberam a coadministracdo, uma reducdo significativa dos titulos foi identificada
na sétima coleta de sangue e novamente, na décima terceira, momento que também

marcou o declinio final dos titulos de IgG contra a proteina yPvCSAllg,.

Com relagdo aos anticorpos IgG anti-yPvAMA-1, os animais que receberam a
proteina isoladamente apresentaram declinio significativo em relagdo aos titulos
alcangados com a terceira dose da vacina ja 15 dias apos esta (P<0,001) (Figura
21B). Apo6s este momento os titulos permaneceram inalterados até a décima coleta,
em que o segundo declinio significativo foi identificado (P<0,05). A terceira queda
significativa nos titulos ocorreu na décima terceira coleta de sangue (P<0,01), ponto
em que o declinio final de anticorpos anti-yPvAMA-1 foi iniciado. Os anticorpos I1gG
anti-yPvAMA-1 induzidos nos animais que receberam a coadministragcdo de
proteinas apresentaram declinio nos mesmos pontos temporais, porém ao
compararmos as curvas € possivel identificar uma tendéncia de desaceleragao na
reducao dos titulos de IgG na presenca de yPvCSAllg,, ao longo do periodo de

acompanhamento.
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Figura 21 - Os anticorpos anti-yPvCSAll;. induzidos permanecem elevados e
inalterados mesmo depois de decorridos 165 dias da ultima dose da vacina. A
longevidade dos anticorpos induzidos em camundongos C57BL/6 foi monitorada, por 389
dias ap6s a terceira dose da vacina, por ELISA contra yPvCSAllg_ (A.) e yPvAMA-1 (B.). Os
resultados estdo expressos como a média aritmética dos titulos de cada grupo em
IngiSEM.
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4.4.4 Avaliagao comparativa da avidez dos anticorpos induzidos pelas
construgoes quiméricas yPvCSAllg. e bPvCSP-All

Conforme mencionado no item 4.3 desta sec¢éo, a bPvCSP-All foi produzida para ser
utilizada como antigeno na avaliagdo comparativa da afinidade dos anticorpos IgG
induzidos em camundongos C57BL/6, por ela e por yPvCSAllr,, em ensaios de
ELISA. A acédo desnaturante da ureia 6M sobre a afinidade anticorpo-proteina foi
mais destacada sobre a construgao eucariota (yPvCSAllg) (P<0,01), nos ensaios
contra a proteina homologa (Figura 22A) e contra as 3 variantes alélicas de PvCSP
(Figura 22B). As ligagbes entre bPvCSP-All e os anticorpos IgG anti-bPvCSP-All
foram menos sensiveis a acdo desnaturante (P<0,5) em ambos os ensaios. As
percentagens de avidez da proteina eucariota variaram de 29,57-36,30%, sendo a
interacéo estabelecida entre os anticorpos anti-yPvCSAllg. e os epitopos da variante
VK247 mais resistente a agdo desnaturante da ureia 6M. As percentagens da
proteina bacteriana variaram de 49,85-61,00%, com prevaléncia da interagado de
anticorpos anti-bPvCSP-All com o epitopo de VK210 (Tabela 3).

Tabela 3 — Analise comparativa das percentagens de avidez dos anticorpos anti-
bPvCSP-All e anti-yPvCSAllg_ por suas proteinas recombinantes indutoras.

Anticorpo Proteina % de avidez
anti-bPvCSP-All bPvCSP-VK210 61,00
bPvCSP-VK247 57,40
bPvCSP-P. vivax-like 49,85
anti-yPvCSAllr bPvCSP-VK210 35,50
bPvCSP-VK247 36,30
bPvCSP-P. vivax-like 29,57
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Figura 22 - Os anticorpos induzidos pela proteina recombinante quimérica obtida pelo
sistema de expressao bacteriano possuem maior avidez por sua proteina indutora.
Os anticorpos anti-bPvCSP-All e anti-yPvCSAllg_ induzidos em camundongos C57BL/6, por
imunizagao na presenga do adjuvante Poly(l:C), foram testados na diluicao 1:12.800 contra
suas proteinas homoélogas indutoras (A.) e contra as variantes alélicas individuais de
PvCSP (B.), na presenga e auséncia de agente desnaturante (ureia 6M). A avidez dos
anticorpos induzidos foi calculada pela razdo entre as D.O.492630 Na auséncia de agente
desnaturante e na presenca de agente desnaturante multiplicada por 100%. Os resultados
foram ainda estatisticamente comparados usando One-Way ANOVA seguido por Tukey test
para multiplos eventos. As diferengas estatisticamente significativas estdo destacadas no
grafico: *P<0,05, **P<0,01. As diferengas nao significativas (n.s) estédo indicadas (P>0,05).
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4.5 Determinagao da resposta celular induzida em camundongos C57BL/6 pela

vacinagao com yPvCSAllg. e yPvAMA-1

4.5.1 Avaliacio da proliferagio de células TCD3"

A resposta imune contra malaria requer além da indugdo de elevados titulos de
anticorpos a participacdo celular no bloqueio e eliminagdo da infecgdo. Desta
maneira, a fim de verificar a indugao de respostas celulares populacdes de linfocitos
T foram segregados em TCD3'TCD4" e TCD3'TCDS8" pela estratégia de gates
(Figura 23), e suas percentagens de proliferacdo obtidos pelo decaimento da

fluorescéncia do fluorocromo FITC a que o corante CFSE esta conjugado.
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Figura 23 - Estratégia de gates utilizada para segmentar as populagoes celulares e
permitir a analise da proliferagdo de células TCD3" de camundongos C57BL/6
imunizados com as proteinas recombinantes yPv isoladamente ou em combinagao.
Os esplendcitos foram colocados em cultura 15 dias apds a ultima dose da vacina e re-
estimulados, durante 5 dias, com 10 yg/mL das proteinas recombinantes, 26 ug/mL dos
pools dos peptideos sintéticos ou 2,5 ug /mL do mitégeno Con A. A figura € um dot plot
representativo da estratégia.
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Figura 24 - A proteina recombinante yPvAMA-1 foi capaz de induzir, especificamente, a
proliferagdo de células TCD3'TCD4" e TCD3'TCD8'. Pool de esplendcitos foram
coletados de camundongos C57BL/6 vacinados com as proteinas recombinantes yPv. As
células foram marcadas com CFSE, plaqueadas e estimuladas, durante 5 dias, com as
proteinas homologas (10 ug), ou uma das variantes PvCSP (10 pg), ou pool de peptideos
sintéticos (26 pg), que cobrem toda a extensao das regides C-terminal ou N-terminal de
PvCSP, ou Con A (2,5 ug). Os eventos foram adquiridos em citémetro FACSCantoll™ e
analisados utilizando o software FlowJo. Os resultados estdo expressos como a
porcentagem (%) de células TC3'TCD4" (A.) ou TCD3'TCD8" (B.) proliferativas. Os
resultados foram estatisticamente comparados usando One-Way ANOVA seguido por Tukey
test para multiplos eventos. As diferengas estatisticamente significativas estdo destacadas
no grafico: *P<0,05.
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A proliferagdo de células TCD3'TCD4" foi comparativamente superior a de
TCD3'TCD8" em todos os grupos experimentais analisados (Figura 24). Nos grupos
em que yPvCSAllg. foi inoculada isoladamente, as células esplénicas TCD3'TCD4"
responderam positivamente ao estimulo das bPvCSP (1,08-4,00%) e os vacinados
com yPvAMA-1 isoladamente a proteina recombinante homodloga (8,31%). A
resposta proliferativa das células TCD3'TCD4" do grupo que recebeu a
coadministracdo foi significativamente reduzida em comparacdo aos grupos
vacinados com as proteinas isoladas para todos os estimulos avaliados [0-0,20%
com as bPvCSP e 6,33% na presenca de yPvAMA-1] (Figura 24A).

A proliferagdo das células TCD3'TCD8" dos animais que receberam yPvCSAllr
isoladamente apresentaram proliferacdo de 0,62-1,72%, na presenc¢a das bPvCSP,
enquanto que na coadministracdo as porcentagens foram de 0,74-1,07% na
coadministragdo com yPvAMA-1. Nas células TCD3"TCD8" dos animais imunizados
com yPvAMA-1 isoladamente a porcentagem de proliferagéo foi de 3,28%, a qual foi
reduzida para 2,08% com a combinagédo a yPvCSAllr.. Neste segundo tipo celular a
influéncia da combinagao de antigenos sobre a resposta celular induzida teve menor

magnitude (Figura 24B).

4.5.2 Avaliagao da secregao de citocinas

4.5.2.1 Dosagem de IFN-y por ELISPOT

Apenas células ativadas podem efetivamente contribuir para a inducdo de protecao
contra a malaria. Assim, para verificar se as células proliferativas identificadas nos
ensaios utilizando CFSE eram efetoras, a secrecdo de citocinas na cultura dos
linfocitos foi avaliada. A secrecdo por esplendcitos da citocina IFN-y foi determinada
por ensaios de ELISPOT e posteriormente por CBA. Nesta primeira técnica uma
resposta especifica foi associada apenas ao estimulo yPvAMA-1 e o padréo de
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resposta reduzido pela coadministragdo dos antigenos foi mantido. Nos campos
correspondentes a animais vacinados com yPvAMA-1 isoladamente foram contados
uma média de 1403 spots, numero que foi reduzido significativamente (P<0,001)

para 344 spots nos campos correspondentes ao grupo da combinagao (Figura 25).
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Figura 25 - A proteina recombinante yPvAMA-1 foi capaz de induzir, especificamente, a
secregcao de IFN-. Esplendcitos foram coletados, individualmente, de camundongos
C57BL/6 imunizados. As células foram plaqueadas e estimuladas, durante 24 horas, com as
proteinas recombinantes homadlogas (10 pg), ou uma das variantes alélicas de PvCSP (10
Mg), ou pools de peptideos sintéticos (26 ug), que cobrem a totalidade das regides C-
terminal ou N-terminal de PvCSP, ou Con A (2,5 ug). A secrecao de IFN-y foi avaliada por
ELISPOT ex-vivo. As barras representam a resposta em nimero de células formadoras de
spots. Os resultados foram ainda estatisticamente comparados usando One-Way ANOVA
seguido por Tukey test para multiplos eventos. As diferengas estatisticamente significativas
estdo destacadas no grafico: ***P<0,001.
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4.5.2.2 Dosagem de IL-2, IL-4, IL-6, IFN-y, TNF-a, IL-17A e IL-10 por Cytometric
Bead Array (CBA)

Para identificar a secre¢ao de outras citocinas por células TCD3+, e verificar a
reprodutibilidade do resultado de ELISPOT para IFN-y, o kit CBA Th1/Th2/Th17, com
beads especificas para as citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IFN-y, TNF-a, IL-17A e IL-10, foi
utilizado, Figura 26.

Os resultados da técnica que se baseia em citometria de fluxo demonstraram o
mesmo padrao de resposta para IFN-y, verificado nos ensaios de ELISPOT (Figura
25), com secregao especifica apenas associada ao estimulo yPvAMA-1 (Figura 26),
e mostram um predominio das citocinas IL-2, TNF-a e IL-10, associadas ao estimulo
yPvAMA-1, niveis que foram alterados com a combinagdo a yPvCSAllr.. Na
coadministracdo de antigenos o indice de secrecao de IL-2 foi elevado de 34,7%
para 55,4%, em detrimento dos indices de IL-6, IFN-y, TNF-a e IL-10, de 8,8%,
5,1%, 13,2% e 38% para 1,8%, 2,5%, 11,8% e 28,4%, respectivamente.

O decréscimo na secrecao de interleucinas pode ser associado a redugdo das
células TCD3'TCD4" e TCD3'TCD8', conforme resultado dos ensaios de
proliferagdo. Os grupos estimulados com yPvCSAllr. também apresentaram
elevagao de IL-2, de 8,7% para 15,9%, com a combinagao, entretanto, as células
desses animais apenas secretaram indices detectaveis de IL-6 e TNF-a, de 16,5% e
75,1% para 27,9% e 55%, respectivamente, e os elevados niveis de TNF-a podem

ser correlacionados a auséncia de IL-10, sua citocina reguladora.

LIMA, L. C.



74

>
w

@
S

160

N
o
L

140 o

N
o
L

120 4

o
S
L

100 +

80

(pg/mL)

@
S
L

60 -

IS
o

40

20 + EH
. H N E m

G1 G2 G3 Ga

N
o
L

1 el

(‘;3 G4

|

Citocinas secretadas ap6s estimulo com yPvCSAll,
(pg/mL)
8
Citocinas secretadas apods estimulo com yPvAMA-1

2
G1: PBS+Poly(l:C) IL-4
G2: yPvCSAll+Poly(l:C) IL-6

. . B INF-y
G3: yl-'.’vAMA-166+Pon(I.C) = TNF
G4: Mix+Poly(l:C) [ IL-17A

B 1L-10

% IL-2

G2 com estimulo yPvCSAllF| G3 com estimulo yPvAMA-1
% IL-4
% IL-6
% INF-y
% TNF-a
% IL-17A
% IL-10

G4 com estimulo yPvCSAll,, G4 com estimulo yPvAMA-1

«

Figura 26 - A secrecéao de IFN-y, IL-4, TNF-a e IL-10 foram associadas ao estimulo com
yPvAMA-1 em citometria de fluxo utilizando o kit Th1/Th2/Th17 de CBA. Esplendcitos
foram coletados de camundongos C57BL/6 imunizados. As células foram plaqueadas e
estimuladas, durante 5 dias, com as proteinas recombinantes homodlogas (10 pg), ou uma
das variantes alélicas de PvCSP (10 ug), ou pools de peptideos sintéticos (26 ug), que
cobrem a totalidade das regides C-terminal ou N-terminal de PvCSP, ou Con A (2,5 ug). O
sobrenadante da cultura foi utilizado para a determinagéo das citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IFN-
v, TNF-qa, IL-17A e IL-10, utilizando beads especificas. Os eventos foram adquiridos em
citbmetro FACSCantoll™ e analisados utilizando o software FCAP Array™. Os resultados
estdo expressos em pg/mL apds estimulo com yPvCSAllg. (A.), yPvAMA-1 (B.) e em
porcentagem (C.). As linhas pontilhadas separam os grupos para facilitar a visualizagao.
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5 DISCUSSAO

A malaria é um grave problema de saude publica mundial, e apesar das continuas
intervengdes dos 6rgaos de saude, o controle mundial das infecgdes néao foi atingido,
levando a obito milhares de pessoas, especialmente criangas com idade inferior a 5
anos (WHO, 2013). Esse contexto é propicio para os investimentos em formulagdes
vacinais, principalmente as multiantigénicas capazes de nao s6 bloquear a infecgao
como reduzir a parasitemia, diminuindo a morbidade e mortalidade associadas a
doenga (DOOLAN; HOFFMAN, 2001; HILL, 2011; NOSSAL, 2011; RICHARDS;
BEESON, 2009; RILEY; STEWART, 2013; TAKALA; PLOWE, 2009).

Os investimentos para pesquisa cresceram consideravelmente nos ultimos anos,
porém, a parte massiva dos recursos e pesquisas continua direcionada
predominantemente ao P. falciparum. O intenso esfor¢o na obtengdo de uma
formulacao vacinal especifica para P. falciparum, baseada na elevada e consistente
imunogenicidade observada, tanto com a inoculagado do parasito atenuado como em
antigenos particulares da espécie, foi refletida na vacina RTS,S, cujos dados dos
ensaios clinicos de fase Il [NCT00866619] estdo em fase de finalizagdo (AGNANDJI
et al.,, 2012; GARCON; HEPPNER; COHEN, 2003; GUINOVART et al.,, 2009;
WHITE, 2011; WHITE et al., 2013b).

Quanto as vacinas de fase eritrocitica os antigenos MSP e AMA-1 sdo os mais
explorados. Em testes clinicos, sdo encontradas baseadas em AMA-1 as vacinas
proteicas FMP2.1/AS01B, fase I/lla [NCT00385047] que utiliza o ectodominio de
AMA-1 expresso em bactérias E. coli, na presenga do adjuvante ASO1B (SPRING et
al., 2009), em la/lb PfAMA1-DiCo com uma proteina recombinante expressa em P.
pastoris e os adjuvantes Alum e GLA-SE (REMARQUE et al., 2008b), e as vacinas
utilizando vetores virais ChAd63/MVA (CS; ME-TRAP), em fase I/lla [NCT01623557]
(REYES-SANDOVAL et al., 2010), ChAd63-AMA-1/MVA-AMA-1, em fase lla
[NCT01142765] (BISWAS et al.,, 2011), NMRC-M3V-Ad-PfCA, em fase l/lla
[NCT00392015] (SEDEGAH et al., 2011; TAMMINGA et al., 2011) e ChAd63-AMA-1-
MVA-AMA-1+alhydrogel/CPG7909 em fase | [NCT01351948] (DE CASSAN et al.,
2011).

LIMA, L. C.



77

Entre estas vacinas em testes clinicos, 2 coadministram PfCSP e PfAMA-1. A
formulacdo ChAd63/MVA (CS; ME-TRAP) foi idealizada com o intuito de induzir
resposta celular contra os antigenos CSP e AMA-1. Esta vacina induziu forte e
duradoura resposta de células TCD3'TCD8" secretoras de IFN-y, em camundongos
BALB/c (BISWAS et al., 2011), o que também foi visualizado com NMRC-M3V-Ad-
PfCA que gerou células multifuncionais TCD3"TCD4" e TCD3*TCD8" secretoras de
IFN-y, TNF-a e IL-2, em voluntarios humanos naive (SEDEGAH et al., 2011;
TAMMINGA et al., 2011).

Os poucos grupos que se especializaram no estudo do P. vivax combinam seus
esforcos para que esta espécie do parasito ndo seja mais denominada como
benigna, despertando novos investimentos (ALEXANDRE et al., 2010; COSTA et al.,
2012; GALINSKI; BARNWELL, 2008; LACERDA et al., 2012; PARAKH et al., 2009;
SARKAR et al., 2008). Proteinas recombinantes de P. vivax, baseadas em CSP,
MSP-1, MSP-3 e AMA-1, tiveram sua imunogenicidade avaliada por nosso grupo em
camundongos, e foram capazes de induzir altos titulos de anticorpos, quando
administrados individualmente (BARGIERI et al., 2008; BITENCOURT et al., 2013;
CUNHA; RODRIGUES; SOARES, 2001; GENTIL et al., 2010; MUFALO et al., 2008;
ROSA et al., 2004; SOARES; RODRIGUES, 2002; TEIXEIRA et al., 2014; VICENTIN
et al., 2014) e em combinagdes (CASALE, 2013; PEREIRA, 2012; TEIXEIRA et al.,

2014) que abordaram antigenos de um unico estagio do ciclo de vida do parasito.

PEREIRA (2012) avaliou a combinagdo de bPvMSP-1.,-PADRE, bPVvMSP-3 e
yPvAMA-1 em animais BALB/c e C57BL/6, na presenga de Poly(l:C) e Quil A.
Emulsificada em Poly(l:C), a coadministragcdo induziu em BALB/c anticorpos
preferencialmente contra o ectodominio de AMA-1, e em C57BL/6 contra MSP-3[3. A
longevidade dos anticorpos variou entre as linhagens de animais e entre as
proteinas recombinantes indutoras. Em ambas as linhagens, os anticorpos induzidos
contra yPvAMA-1 apresentaram a menor longevidade, com queda significativa apos
15 dias da terceira dose da vacina (dados nao publicados). A resposta celular da
coadministracdo desses 3 antigenos foi avaliada por CASALE (2013). Neste trabalho
a proliferacdo de células TCD3'TCD4" e TCD3'TCD8" foi associada apenas a
estimulacdo com a proteina yPvAMA-1. Com a técnica de ELISPOT a ativagéo

dessas células foi verificada com a secrec¢ao de IFN-y (dados n&o publicados).
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TEIXEIRA e colaboradores (2014) avaliou a imunogenicidade de 4 construgbes de
PvCSP em camundongos C57BL/6 na presengca dos adjuvantes ACF/AIF e
Poly(I:C). A coadministracdo das 3 variantes individuais e a proteina bPvCSP-All
emulsificadas em ACF/AIF induziram titulos de anticorpos IgG equivalentes, porém
na presenga de Poly(l:C), os anticorpos anti-bPvCSP-All foram significativamente
inferiores aos gerados pela combinagdo. Apdés 3 doses de 10 pg, a proteina
bPvCSP-All com Poly(l:C) induziu titulos de 10°, os quais reconheceram as regides
de repeticdo e de nao repeticdo de PvCSP. Neste trabalho ndo foi avaliado o
reconhecimento de anticorpos contra a quimérica bPvCSP-All pela proteina nativa
PvCSP, bem como também né&o foi avaliada a resposta celular induzida por esta
construgédo proteica. Os autores avaliaram estes aspectos apenas da vacina que
administrou as 3 variantes alélicas individuais concomitantemente. Os anticorpos
contra a coadministragao foram capazes de reconhecer a proteina da superficie dos
esporozoitos em ensaios de imunofluorescéncia, mas a vacina foi incapaz de induzir

resposta imune mediada por células.

O presente estudo avaliou a eficiéncia de uma formulagdo composta por regides
imunodominantes de antigenos de 2 estagios distintos do ciclo de vida do P. vivax
obtidos pelo sistema de expressao eucaridtico em levedura P. pastoris, cujas
vantagens sdo a natureza eucariotica do processo, o alto rendimento na obtencgéo
de proteinas heterdlogas, e a solubilidade das proteinas recombinantes, né&o
proporcionada pelo sistema bacteriano de expresséo. A proteina recombinante da
fase pré-eritrocitica originada foi denominada yPvCSAllg., e corresponde a uma nova
construgdo quimérica que compreende epitopos mapeados nos repeats da regiao
central das 3 cepas variantes, VK210, VK247 e P. vivax-like, flanqueados pelas
regides N- e C-terminais da proteina PvCS.

Isolados de P. vivax, apresentam variagdes alélicas na regido central de CSP, que
nao apresentam reagao cruzada de anticorpos policlonais (QARI et al., 1991), e sao
conservadas por pressao evolutiva para escape imune (GALINSKI et al., 1987). As 3
variantes possuem distribuicdo mundial (IMWONG et al., 2005; KAIN et al., 1992;
MACHADO; POVOA, 2000; OLIVEIRA-FERREIRA et al., 2004; STORTI-MELO et
al., 2009; ZAKERI et al., 2006), e circulam no Brasil (MACHADO; POVOA, 2000;

STORTI-MELO et al., 2009) em areas endémicas da Amazénia Legal como Para
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(MACHADO et al., 2003), Rondbnia e Mato Grosso (ARRUDA et al., 2007) e nédo
endémicas de Sao Paulo (CURADO et al., 1997).

O antigeno AMA-1, expresso nos estagios pré-eritrocitico e eritrocitico assexuado,
foi selecionado devido aos resultados promissores obtidos em trabalhos anteriores
do grupo, nos quais a proteina yPvAMA-1 mostrou elevada imunogenicidade em
camundongos BALB/c (VICENTIN et al., 2014) e C57BL/6 (PEREIRA, 2012;
CASALE, 2013). Entre as formulagbes analisadas, anticorpos gerados por
formulacbes de yPvAMA-1, na presengca de MPLA e Quil A, reconheceram a
proteina nativa em ensaios de imunofluorescéncia com laminas de merozoitos e
esquizontes jovens de P. vivax, obtidos de amostras de sangue de pacientes
residentes da Tailandia (VICENTIN et al., 2014).

Com o intuito de empregar AMA-1 em imunizagbes de primatas ndo humanos, o
protocolo de obtencdo desta proteina recombinante foi validado pela empresa
Farmacore Biotecnologia (BRA Co., Ribeirdo Preto, SP) que gerou yPvAMA-1 sob
Boas Praticas de Laboratério (condicées BPL) (VICENTIN et al., 2014). Os ensaios
de caracterizagdo de yPvAMA-1 BPL seguiram as Normas Regulatérias ABNT ISSO
9001:2000, ABNT 17025:2005 e critérios para o credenciamento de laboratérios de
ensaios do INMETRO, e nestes a proteina foi caracterizada com pureza superior a
85%, livre de contaminantes e com concentragdo de endotoxina de 7,21 EU/mg. Ao
ser inoculada em animais BALB/c, na presenca dos adjuvantes MPLA, Alum
combinado a MPLA, Quil A e AIF, yPvAMA-1 BPL induziu titulos de anticorpos
similares aos obtidos com a proteina produzida pelo grupo, e os anticorpos gerados
na presenca de Quil A foram capazes de impedir a re-invasao de reticuldcitos, em
10,79-43,38%, por 4 diferentes isolados tailandeses de P. vivax (VICENTIN et al.,
2014).

AMA-1 apresenta intenso polimorfismo, o qual é associado a estratégias de escape
imune, e pode representar entraves para vacinas baseadas neste antigeno.
Resultados recentes de ensaios clinicos de fase Il utilizando a vacina FMP2.1/AS02,
baseada em PfAMA-1, argumentam fortemente a favor da resposta a infecgéo ser
cepa-especifica (THERA et al., 2011), o que requisita a inser¢gdo de multiplos
epitopos mapeados em regides polimorficas de diferentes cepas de PFAMA-1 em
uma formulagéo para a obtengdo de uma vacina baseada neste antigeno adequada
(DREW et al., 2012; TAKALA et al., 2009).

LIMA, L. C.



80

A influéncia do polimorfismo entre as variantes alélicas de PvAMA-1 sobre a indugao
de resposta imune nao foi estudado até o momento, podendo ou néo ser reflexo do
que ocorre em P. falciparum. Assim como ocorre com outros antigenos, estratégias
estdo sendo exploradas pelos grupos de PfAMA-1 para limitar a insercédo de
variantes a serem coadministradas (DREW et al., 2012; FABER et al., 2013; MIURA
et al., 2013), abordagem que pode vir a ser extrapolada para as outras espécies do

parasito caso a influéncia do polimorfismo seja semelhante.

As proteinas recombinantes yPvCSAllr. e yPvAMA-1, através de ensaios biofisicos e
bioquimicos, tiveram sua estrutura secundaria predita. Os resultados de
immunoblotting confirmaram a expressdo de ambas em sua forma integra, e os
resultados de dicroismo circular mostram predominio de estruturas secundarias em
fitas beta, achados consistentes com a estrutura cristalografica de PvAMA-1
determinada por PIZARRO e colaboradores (2005) e a de 2 PfCSP analisadas
biofisicamente (PLASSMEYER et al., 2009), sendo que yPvCSAllr. ainda

apresentou elevada estabilidade a periodos prolongados de aquecimento.

A antigenicidade do ectodominio de AMA-1, descrita por VICENTIN e colaboradores
(2014), foi confirmada pelo seu reconhecimento por anticorpos IgG de 78,77% dos
174 soros de individuos infectados por P. vivax provenientes das regides endémicas
de Goianésia (PA), Porto Velho (RO), Rio Branco (AC) e Macapa (AM), Amazobnia
Legal brasileira. A construgdo quimeérica yPvCSAllg_ foi reconhecida por menos de
10% dos soros testados (dados nao apresentados), um reconhecimento que vai de

encontro aos resultados de outros trabalhos de sorologia (ARRUDA et al., 2007).

Uma resposta eficiente contra o Plasmodium requisita a indugcao das respostas
imunes inata e adaptativa através da indugdo de anticorpos e células efetoras
secretoras de citocinas (AREVALO-HERRERA; CHITNIS; HERRERA, 2010;
NARDIN; NUSSENZWEIG, 1993; POTOCNJAK et al., 1980; RENIA et al., 1993;
RODRIGUES; DUTRA; YOSHIDA, 1991; ROMERO et al., 1989; TSUJI, 2010;
VANDERBERG; STEWART, 1990). Os antigenos pré-eritrociticos, apesar do curto
periodo de tempo que permanecem na circulagdo sanguinea sao indutores de
resposta de anticorpos que visam bloquear sua motilidade, associada a CSP, mas o
predominio da resposta deflagrada € celular, através células TCD3'TCD8"
citotoxicas secretoras de IFN-y (ARTAVANIS-TSAKONAS; RILEY, 2002; HOFFMAN;
DOOLAN, 2000; HOLLINGDALE et al., 1984; NOSSAL, 2011; RILEY et al., 2006).
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As células TCD3'TCD4" atuam complementariamente, auxiliando na ativagdo e
diferenciacao de células B ou de CTL (DOOLAN; MARTINEZ-ALIER, 2006).

Durante o estagio eritrocitico assexuado, a agdo dos anticorpos é determinante para
a redugao da parasitemia e sintomatologia associada (DUTTA et al., 2005; HEALER
et al.,, 2002; HODDER; CREWTHER; ANDERS, 2001; KOCKEN et al., 2002;
LALITHA et al.,, 2004; MITCHELL et al.,, 2004; SRINIVASAN et al., 2011).
Colaborando para o controle da parasitemia, células TCD3'TCD4" restringem o
crescimento do parasito com a secrecao de citocinas, estimulagdo de células B e
ativacdo de macrofagos (SPENCE; LANGHORNE, 2012).

A magnitude da resposta induzida pela formulacdo yPvAMA-1, na presenca do
adjuvante agonista de TLR3 Poly(l:C), em camundongos BALB/c, foi equiparavel as
obtidas com os adjuvantes Alum combinado a MPLA e MPLA, dado bastante
consideravel, visto que os titulos induzidos por estas 2 formulagbes s6 foram
inferiores aos do ectodominio de AMA-1 na presenca de Quil A e de AIF (VICENTIN
et al., 2014), 2 adjuvantes nao permitidos para inoculagdo em humanos devido a
intensidade de seus efeitos adversos (GUPTA et al, 1993). Esta elevada
imunogenicidade foi preservada na linhagem C57BL/6, como demonstrado
anteriormente (CASALE, 2013; PEREIRA, 2012).

A inducgao de resposta por anticorpos associada a inoculagao de yPvCSAllg. mostrou
resultados linhagem-dependente, sendo os titulos de anticorpos IgG visualizados em
C57BL/6 significativamente superiores aos de BALB/c (10° e 10, respectivamente).
A diferenga na indugao de anticorpos pela proteina quimérica yPvCSAllg. entre as 2
linhagens de camundongos foi condizente com o observado por YADAVA e
colaboradores (2007) com a vacina VMP001, que também explora uma construgao
quimérica de PvCSP, e a magnitude dos titulos gerados em C57BL/6 pela
construgdo quimérica eucariota superam os gerados pela proteina bPvCSP-All em
magnitude e longevidade (TEIXEIRA et al., 2014).

A fim de determinar o direcionamento da resposta humoral induzida pela construgao
quimérica eucariota, utilizamos proteinas recombinantes, expressas pelo sistema
bacteriano, que representam a estrutura completa das variantes genéticas naturais
de PvCSP (TEIXEIRA et al., 2014). Com essa abordagem, verificamos o
reconhecimento de todas as 3 variantes (VK210, VK247 e P. vivax-like) de forma

semelhante, fato que nos levou a questionar o predominio do reconhecimento dos
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repeats em relacdo as regides N- e C-terminais das proteinas (ANCSIN;
KISILEVSKY, 2004; RATHORE et al., 2005; TEWARI et al., 2002).

Para eliminar esse viés, reavaliamos a especificidade dos anticorpos anti-yPvCSAllg_
utilizando constru¢cdes em que apenas os repeats das variantes de CSP estavam em
fusdo com a flagelina (FliC) de Salmonella entérica serovar Typhimurium
(CAMACHO et al.,, 2011; LEAL et al., 2013), e os resultados demonstraram um
elevado reconhecimento dos repeats com predominio significativo do
reconhecimento das sequéncias centrais de bPvCSP-VK210 e bPvCSP-P. vivax-like
em comparagao ao de bPvCSP-VK247. O direcionamento dos anticorpos anti-
PvCSAllg. para os repeats vai de encontro a observagdes anteriores com P. berghei
(YOSHIDA et al., 1980), confirmadas para P. vivax com a utilizacdo de esporozoitos
transgénicos de P. berghei expressando o dominio repeticdo de VK210 (ESPINOSA
et al., 2013).

A isotipagem dos anticorpos IgG nos soros de camundongos BALB/c ndo identificou
diferengas significativas entre os titulos de IgG1, 1gG2a, IgG2b, e IgG3, para
nenhuma das proteinas recombinantes, apesar de ser possivel identificar uma
tendéncia de predominio de IgG1, caracterizando um balan¢go Th1/Th2 na resposta
induzida em camundongos H-2°. Nos soros dos animais C57BL/6 imunizados com
yPvCSAllg, isoladamente, um significativo predominio dos titulos de IgG1 sobre os
de 1gG2a, 1gG2c, e IgG3, foi identificado, proporcionando uma polarizagao para
resposta para Th2, associada a protecdo contra a infeccdo (BOUHAROUN-
TAYOUN; DRUILHE, 1992a, 1992b). Esta tendéncia também foi identificada entre os
animais que receberam a combinacio de proteinas, porém numa intensidade muito
mais reduzida, inferindo que a presenga de yPvAMA-1 leva ao balanceamento da

resposta humoral induzida.

Os resultados dos estudos clinicos realizados com a vacina RTS,S/AS01
demonstraram forte correlagdo entre o desenvolvimento de uma imunidade protetora
e a presenga de anticorpos contra a PfCSP (KESTER et al., 2009; OLOTU et al.,
2013). Neste contexto, a longevidade dos anticorpos induzidos € bastante critica
para a manutengdo da resposta protetora. Os resultados do acompanhamento de
camundongos C57BL/6 imunizados com a proteina quimérica yPvCSAllr. sé&o
bastante interessantes. Os anticorpos anti-yPvCSAllr,, permaneceram inalterados

ao longo de 165 dias, apés a administracdo da terceira dose da vacina, quando
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apresentaram uma queda estatisticamente significativa, antes de permanecerem
inalterados por mais 90 dias. Os anticorpos induzidos contra a quimérica, na
coadministracdo, também apresentaram pouco decréscimo de seus titulos de

anticorpos IgG ao longo do periodo.

Com relacao aos anticorpos induzidos contra yPvAMA-1, estes apresentaram uma
longevidade, comparativamente menor a da proteina quimérica, resultado que vai de
encontro ao observado por PEREIRA (2012) com camundongos BALB/c e C57BL/6.
Apds 15 dias da administragdo da terceira dose da vacina, foi visualizado um
prejuizo significativo nos titulos de anticorpos IgG. O decaimento estabilizou por 180
dias antes de uma segunda queda ser identificada. Os anticorpos anti-yPvAMA-1
induzidos na coadministragdo também apresentaram redugdo estatisticamente
significativa, entre os mesmos periodos, porém ao compararmos sua curva de titulos
de anticorpos com a do grupo que recebeu a proteina isoladamente identificamos
uma tendéncia de desaceleragdo da queda, ao longo do periodo de

acompanhamento.

A secregdo de citocinas por células efetoras TCD3"TCD8" e TCD3"TCD4" é capaz
de ativar macrofagos que fagocitem hepatocitos e eritrocitos infectados, além de
merozoitos livres, impedindo a elevagdo da parasitemia (STEVENSON; RILEY,
2004). Diferentes estudos, realizados em modelos animais e no homem,
demonstram consenso no fato de que a habilidade do hospedeiro em regular a
magnitude e o tempo da resposta inflamatéria a infeccéo parasitaria € determinada
pela secregao de citocinas e quimicionas inflamatérias reguladoras como o IFN-y, IL-
2 e IL-10, em niveis apropriados (FINNEY; RILEY; WALTHER, 2010). Assim, a
resposta induzida de yPvCSAllg. e yYPvAMA-1 mediada por células foi avaliada pelos
ensaios de decaimento de CFSE, ELISPOT e CBA.

A proliferacdo de células TCD3'TCD4" e TCD3'TCD8" especifica & estimulagéo in
vitro com yPvCSAllg. foi bastante reduzida, assim como o indice de secregédo de
IFN-y na deteccao ex vivo por ELISPOT e de IL-2, IL-4, IL-6, IFN-y, TNF-a e IL-10, in
vitro por CBA. A dosagem de IFN-y por CBA reproduziu os resultados de ELISPOT
para IFN-y, e identificou apenas a secre¢ao das citocinas IL-2, IL-6 e TNF-a. Uma
baixa resposta celular induzida por yPvCSAllr. também foi observada com a

principal candidata a vacina contra malaria falciparum.
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A RTS, S mostrou ser incapaz de induzir TCD3"TCD8" e as células TCD3"TCD4"
detectadas ndo tiveram sua ativacdo confirmada (WHITE et al., 2013a). Respostas
celulares induzidas por CSP s6 puderam ser verificadas com a administracdo de
vetores virais em estratégias homologas e heterdlogas, como mostram os resultados
de ChAd63/MVA [CS; ME-TRAP] (REYES-SANDOVAL et al., 2010) e NMRC-M3V-
Ad-PfCA (SEDEGAH et al., 2011; TAMMINGA et al., 2011).

As citocinas identificadas apos estimulagdo com a quimérica yPvCSAllg
caracterizam um padrdo Th1 de resposta similar ao obtido com uma proteina PfCS
expressa em E. coli que quando administrada com Poly(l:C) induziu células
TCD3*TCD4" produtoras de IL-2, TNF-a e IFN-y (TEWARI et al., 2010).

Em resposta a yPvAMA-1 houve destacada e especifica proliferacdo de células
TCD3'TCD4" e TCD3'TCD8", com predominio da primeira linhagem, e secregéo de
IL-2, IL-6, IL-10, TNF-a, identificadas por CBA, e IFN-y identificada por ELISPOT e
CBA. Os resultados de proliferagao reproduzem as observagdes de CASALE (2013)
e sao compativeis com os dados obtidos pelo estimulo in vitro com a proteina
recombinante PvAMA-1 de camundongos BALB/c, explorando protocolos homdlogos
e heterdlogos na presengca do adjuvante Montanide ISA 720 (BOUILLET et al,
2011).

Os resultados demonstram que a utilizagao de multiplos antigenos fusionados, e/ou
coadministrados, pode ser bastante interessante, mas € cercada de maiores
desafios, proporcionais ao numero de moléculas escolhidas e a complexidade
estrutural das mesmas. A imunogenicidade de yPvCSAllr. ndo influenciavel pela
combinagdo a um potente antigeno, quanto a resposta de anticorpos na linhagem
que respondeu a vacinagcdo de PvCSP, torna esta construgado bastante interessante

para testes de formulagdes vacinais multiantigenos.

Entre as limitacbes deste estudo, ndo puderam ser obtidos resultados de testes
funcionais como o reconhecimento da proteina nativa pelos anticorpos induzidos e
ensaios de inibigdo da re-invasao de células sanguineas, dificuldades inerentes a P.
vivax e que nao puderam ser contornadas devido a baixa qualidade das laminas de
formas pré-eritrociticas e eritrociticas assexuadas com as quais tivemos contato.
Estes ensaios bem como a avaliagdo da imunogenicidade em primatas nao

humanos, podem ser abordados em estudos subsequentes com a proteina
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yPvCSAllr,, uma promissora candidata, na busca de uma vacina global contra

malaria vivax.
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6 CONCLUSOES

Vi.

As proteinas recombinantes yPvCSAllr. e yPvAMA-1, foram obtidas a partir
de leveduras P. pastoris com elevado rendimento e pureza, sem produtos de
degradacgao. Os epitopos das 3 variantes de PvCSP foram preservados na
molécula desenovelada que detém predominio de fitas B em sua estrutura
secundaria.

As proteinas yPv sao imunogénicas, na presenga do adjuvante Poly(l:C). A
proteina yPvCSAllr. mostrou elevada imunogenicidade em animais C57BL/6,
nos quais os titulos de anticorpos induzidos foram superiores aos anticorpos
anti-yPvAMA-1 e nao foram influenciados pela inoculagdo combinada.

A andlise da especificidade dos anticorpos anti-yPvCSAll;. mostrou
direcionamento da indugdo de anticorpos IgG para os repeats centrais de
PvCSP, com prevaléncia de resposta para os epitopos das variantes alélicas
VK210 e P. vivax-like.

Ao compararmos a porcentagem de avidez dos anticorpos induzidos contra a
construgdo quimérica obtida em P. pastoris com a dos gerados contra a
obtida em bactérias E. coli verificamos que a interacdo da proteina bacteriana
e seu anticorpo € mais resistente a acdo desnaturante, e a avidez, dos
anticorpos pelos epitopos de VK210 é maior que a estabelecida com os
epitopos das outras 2 variantes.

Os anticorpos anti-yPvCSAllr. demonstraram consideravel longevidade em
animais C57BL/6, cujos titulos induzidos permaneceram inalterados por mais
de 120 dias apdés a administracdo do ultimo reforco das vacinas. A
combinagdao de yPvAMA-1 nao influenciou a longevidade dos anticorpos
induzidos contra a proteina quimérica, mas yPvCSAllg. parece desacelerar a
queda nos titulos de anticorpos anti-yPvAMA-1, o0s quais foram
significativamente reduzidos ja 15 dias apds o ultimo reforgo da vacina.

A proteina quimérica nao foi capaz de induzir resposta celular especifica. Nos
grupos vacinados com yPvAMA-1 foi possivel verificar niveis reduzidos de

proliferacdo de células TCD3"TCD4" e TCD3'TCD8" efetoras, com secrecéo
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das citocinas IFN-y, IL-2, IL-6, TNF-a e IL-10. A combinagao de yPvCSAllg_
reduziu as percentagens de proliferagéo de células TCD3".

Em conjunto, nossos dados demonstram que a utilizagdo de multiplos
antigenos fusionados, e/ou coadministrados, pode ser uma estratégia vacinal
bastante interessante, porém a analise e interpretacdo da resposta imune
induzida pela inoculagao é dificultada pelo numero de antigenos presentes na
formulagcdo, bem como pela complexidade individual de suas moléculas. A
proteina quimérica yPvCSAllr. mostrou ser imunogénica em camundongos,
sendo uma candidata promissora a testes em primatas ndo humanos, e os
resultados de sua administragcdo combinada a de um antigeno de outra fase
do ciclo de vida do parasito mostraram que esta estratégia € bastante viavel

na obteng¢ao de uma vacina global contra malaria.
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ANEXOS

ANEXO 1 - Aprovagao no Comité de Biosseguranca da FCF/USP

UNVERSIDADE DE SAO PAULO
FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS:
Comissdo Interna de Biosseguranga

- Of CIBio/0092012/FCF

530 Paulo, 27 de abril de 2012 |

Senhora Professora, ‘

Conforme parecer favordvel do relator, informo a Vossa Senhoria que em
reunido -da Comissao Interna de Biosseguranca da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas realizada no dia 24 de abril pp, o Projeto "Avaliacio da
Imunogenicidade de Proteinas Recombinantes Baseadas em Antigenos de Diferentes
Estdgios de Plasmodium vivax Expressos em Pichia pastoris’, foi aprovado.

Lembramos que, quando da elaboragio do Relatério Anual a ser encaminhado
a Comissao Interna de Biosseguranca esta Comissao solicitara a V.Sa. comprovante de
participacdo em treinamentos de Biosseguranca de sua equipe para manutengao do
credenciamento.

_Atenciosamente,

N A! b
Profa. Dra. ELSA MASAE MAMIZUKA
Respondendo pela Presidéncia da CIBio

lima. Sra. :

Profa. Dra. IRENE DA SILVA SOA|

Departamento de Analises Clinicas e Toxicolégicas da FCF-USP
NESTA

Av. Prof. Lineu Prestes, nt 580, Bloco 13 A - Cidade Universitéria - CEP 05508-900 - S50 Paulo - SP
feax: (011) il B

'
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ANEXO 2 - Certificado de aprovacido no Comité de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da FCF/USP

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS
Comissfo de Etica no Uso de Animais - CEUA

Oficis CEUAFCR72012

CERTIFICADO

' A Comissio de Etica no Uso de Animais da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas da Universidade de Sao Paulo Certifica que o Projeto
. "Avaliacdo da imunogenicidade de proteinas recombinantes
baseadas em antigenos. de diferentes estagios do Plasmodium
vivax expressos em Pichia pastoris” (Protocolo CEUA/FCF/362), de '
responsabilidade da pe5quisadora Luciana Chagas de Lima, sob a
orientacdo da Profa. Dra. Irene da Silva Soares, esta de acordo com
as normas do Conselho Nacional de Controle de Experimentacio
Animal - CONCEA e foi APROVADO em reunido de 02 de julho de

2012.

Sao Paulo, 06 de agosto de 2012.

oy fé_t..-m p—

Pl
-~ Prof. De-Marco Afitonio Stephano
Coordenador da Comiss&o de Etica no Uso de Animais
CEUA/FCF/USP

Fone: (11) 3091-3422 / Fax: (11) 3081-3677 -e-mail: ceusfcf@usp.be

LIMA, L. C.




118

ANEXO 3 - Aprovacio de alteragdes do projeto no Comité de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da FCF/USP

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS
Comissio de Etica no Uso de Animais - CEUA

Oficio CEUAFCF/118/2012
S&o Paulo, 06 de novembro de 2012,

limo{a) Sr(a).

Luciana Chagas de Lima

‘Profa. Dra. Irene da Silva Soares
FBC

Prezado{a) Senhar(a),

A Comissfo de Etica no Uso de Animais da FCF/USP. em
reunido realizada em 05 de novembro deé 2012, aprovou as alteragbes do projeto
"Avaliagdo da imunogehicidade de proteinas recombinantes baseadas em antigenos
de diferentes estagios do Plasmodium vivax expressos em Pichia pastoris” para
{Protocolo CEUA n® 362), no que consiste na solicitagdo de 336 camundongos das
linhagens BALB/c e C57BLG.

Atenciosamente,

#v. Prof, Limeu Prestes, 680 - Biocn 13 A - Cidade Universitaris - CEP 06808-800 - S50 Paulo - $P
Fone: (11) 3391-3872 { ForeFax: {11)] 3091-3877 - o-mad: coualcli@usp br

LIMA, L. C.





