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FERREIRA MARQUES, Rodolfo. Caracteriza¢cdo imunologica da formulacéo
vacinal baseada em VLP (Virus Like Particle) da Proteina Circumsporozoita de
Plasmodium vivax. 104 paginas. Tese (Doutorado) — Faculdade de Ciéncias
farmacéuticas, Universidade de S&o Paulo.

Resumo

O Plasmodium vivax é a espécie mais comum de parasita causador da
malaria humana encontrada fora da Africa, com maior endemicidade na Asia,
América Central e do Sul e Oceania. Embora o Plasmodium falciparum cause a
maioria do numero de mortes, o P. vivax pode levar a malaria grave e resultar em
morbimortalidade significativa. O desenvolvimento de uma vacina protetora sera um
passo importante para a eliminacdo da malaria. Recentemente, uma formulacéo
contendo as trés variantes alélicas da proteina circumsporozoita de P. vivax (PvCSP
— All epitopes) induziu protecdo parcial em camundongos apOs desafio com
esporozoito hibrido Plasmodium berghei (Pb), no qual as repeticdes centrais do
PbCSP foram substituidas por repeticbes PvCSP-VK210 (esporozoitos Pb/Pv). No
presente estudo, a proteina quimérica PvCSP contendo as variantes alélicas
(VK210, VK247 e P. vivax-like) fusionadas com a proteina de nucleocapsideo do
virus da caxumba (formando particulas semelhantes a nucleocapsideos ou do
inglés, NLP — Nucleo Like Particles) na auséncia (NLP-CSPRr) ou na presenca do
dominio C-terminal (CT) conservado da PvCSP (NLP-CSPcr). Para a realizacdo do
estudo selecionamos os adjuvantes Poly (I:C), um RNA sintético de dupla fita,
agonista do receptor Toll do tipo 3 (TLR3) ou o adjuvante Montanide ISA 720, uma
emulacdo 6leo em agua. Para obter uma forte resposta imune, a levedura Pichia
pastoris foi usada para expressar as proteinas recombinantes na forma de NLPs.
Camundongos foram imunizados com cada uma das proteinas recombinantes em
combinacdo com os adjuvantes citados. Embora ambas as NLPs tenham sido
capazes de gerar uma forte resposta imune, com altos niveis de titulos e
longevidade, apenas a formulagédo contendo a proteina NLP-CSPct na presenca do
adjuvante Poly (I:C) foi selecionada para ser explorada em experimentos futuros.
Esta proteina em combinacdo com o adjuvante Poly (I:C) induziu alta frequéncia de
células secretoras de anticorpos especificas para o antigeno homaélogo nos dias 5 e
30, no baco e na medula 6ssea, respectivamente. Altos titulos de IgG contra as 3
variantes de PvCSP foram detectados nos soros. Posteriormente camundongos
imunizados com NLP-CSPcr foram desafiados com esporozoitos Pb/Pv e a
parasitemia no 5° dia demonstrou protecdo estérii em 30% dos camundongos
desafiados.

Portanto, a formulagdo vacinal gerada neste estudo tem potencial para ser
explorada no desenvolvimento de uma vacina universal contra a malaria causada
por P. vivax.

Palavras-chave: Vacina para malaria, Plasmodium vivax, proteina circumsporozoita,

nucleocapsideo de caxumba.



FERREIRA MARQUES, Rodolfo. Immunological characterization of the VLP
(Virus Like Particle) vaccine formulation fused to Circumsporozoite Protein of
Plasmodium vivax. 104 pages. Thesis (Ph.D.) — School of Pharmaceutical Science,
University of Sao Paulo.

Abstract

Plasmodium vivax is the most common species of human malaria parasite
found outside Africa, with high endemicity in Asia, Central and South America, and
Oceania. Although Plasmodium falciparum causes the majority of deaths, P. vivax
can lead to severe malaria and result in significant morbidity and mortality. The
development of a protective vaccine will be a major step toward malaria elimination.
Recently, a formulation containing the three allelic variants of the P. vivax
circumsporozoite protein (PvCSP—AIl epitopes) showed partial protection in mice
after a challenge with the hybrid Plasmodium berghei (Pb) sporozoite, in which the
PbCSP central repeats were replaced by the VK210 PvCSP repeats (Pb/Pv
sporozoite). In the present study, the chimeric PvCSP allelic variants (VK210, VK247,
and P. vivax-like) were fused with the mumps virus nucleocapsid protein (assembling
into nucleo like particles - NLP) in the absence (NLP-CSPr) or presence of the
conserved C-terminal (CT) domain of PvCSP (NLP-CSPcrt). To carry out the study,
we selected the adjuvants Poly (I:C), a synthetic double-stranded RNA, Toll-like
receptor 3 (TLR3) agonist or Montanide ISA 720 adjuvant, an oil-water emulation. To
elicit stronger immune response, Pichia pastoris yeast was used to produce the
NLPs. Mice were immunized with each recombinant protein in combination with
above. Although both NLPs were able to generate stronger immune response, with
high antibodies titer levels and longevity, formulation containing NLP-CSPcr in the
presence of Poly (I:C) was selected to be explored in future experiments. NLP-CSPcr
with Poly (I:C) adjuvant presented a high frequency of antigen-specific antibody-
secreting cells (ASCs) on days 5 and 30, respectively, in the spleen and bone
marrow. Moreover, high 1gG titers against all PvCSP variants were detected in the
sera. Later, immunized mice with NLP-CSPcr were challenged with Pb/Pv
sporozoites. Sterile protection was observed in 30% of the challenged mice.

Therefore, this vaccine formulation use has the potential to be a good
candidate for the development of a universal vaccine against P. vivax malaria.

Keywords: malaria vaccine, Plasmodium vivax, circumsporozoite protein, mumps
nuclecapsid.



Lista de figuras

Figura 1 - Mapa das regides de risco para malaria N0 mundo...........ccccceeeeviiiiieeeennne 1
Figura 2 - Distribuicdo da malaria na America do Sul..........cccooccuiiiieiiiiiiiiinee e, 2
Figura 3 - Ciclo do Plasmodium SPP.......ccooiiiiiiiiiiiiiiiiiie s eie e e e e e e 5
Figura 4 - Representacédo esquematica da Proteina CS de Plasmodium................. 11
Figura 5 - Linha do tempo dos principais adjuvantes em estudo................cccvvveeeeee. 14

Figura 6 - Pesquisa de novos antigenos para o desenvolvimento de vacinas contra

[ aF= 1 =TT PP 16
Figura 7 - Esquema representativo das proteinas NLP-CSPct € NLP-CSPr................. 26
Figura 8 - Esquema de imunizagéo e coleta de soro para analise.............cc....c....... 31
Figura 9 - Curva representativa da expressao da proteina NLP-CSPcr................... 36

Figura 10 - Purificagédo das proteinas NLP-CSPct e NLP-CSPr por cromatografia de
afinidade € trOCA-IONICA. ... ..uuiiiiiiiiiiieiiei e e e e 37
Figura 11 - Cromatogramas representativos obtidos por RP-HPLC das proteinas
recombinantes NLP-CSPcT € NLP-CSPR........cccttviiiiiiiiiiiiiiiiaa e eeeeeeeeaeenenees 38
Figura 12 - Immunobloting em condicGes redutoras das proteinas NLP-CSPcr e
NLP-

(O3] TR 39
Figura 13 - Espectro de dicroismo circular das proteinas NLP-CSPct e NLP-
O8] = SO PTRPPORPN 40

Figura 14 - Caracterizacao das proteinas NLP-CSPct ou NLP-CSPr por MET......41

Figura 15 - Cromatografia de troca-ibnica - yPvCSP-VK210, yPvCSP-VK247 e
yPvCSP-P. vivax-like e eletroforese em gel de poliacrilamida a 12%....................... 42
Figura 16 - Resposta de anticorpos em camundongos imunizados com NLP-CSPcr
ou NLP-CSPr na presenca do adjuvante Poly (1:C).......ccoveeeieiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeen 44

Figura 17 - Avaliacdo da longevidade da resposta de anticorpos 1gG em
camundongos imunizados com as formulagdes contendo as proteinas NLP-CSPcr

ou NLP-CSPr na presenca do adjuvante Poly

Figura 18 - Resposta de anticorpos em camundongos imunizados com NLP-CSPcr

ou NLP-CSPr na presenca do adjuvante Montanide ISA 720...........ccccccvceiieieeeeeennn. 47



Figura 19 - Avaliacdo da longevidade da resposta de anticorpos IgG em
camundongos imunizados com as formulacdes contendo as proteinas, NLP-CSPct

ou NLP-CSPr na presenca do adjuvante Montanide ISA

Figura 20 - Resposta especifica de anticorpos (IgG) em camundongos imunizados
COM @ NLP-CSPCT € NLP-CSPR.....utiiiiiiiiiiiiiie ettt e e snnaaeae e 50
Figura 21 - Resposta especifica de anticorpos (IgG) em camundongos imunizados
COM & NLP-CSPCT € NLP-CSPR.....uiiiiiiiii e 52
Figura 22 - Comparacao da resposta de anticorpos contra proteinas do virus da
caxumba e antigeno vacinal NLP-CSPCT...........oooiiiiiiiiiiiiiiiiciiieeeeeee e 54
Figura 23 - Resposta da célula secretor de anticorpos (CSA) em camundongos
IMUNIZAA0OS COM NLP-CSP T . ittt 57
Figura 24 - Avaliacdo da parasitemia apds desafio em camundongos imunizados
com um regime de reforco

(0110 0 F= T4 o PP PRPPTSTPTPRPR 60



Lista de tabelas

Tabela 1 - Prime-boost homoélogo utilizando as proteinas NLP-CSPct e NLP-CSPr e
POly (1:C) COMO AAJUVANTE. ........uiiiiiiiiiiiiiiiee e e e e e e e e e e e e 31
Tabela 2 - Prime-boost homélogo utilizando as proteinas NLP-CSPct e NLP-CSPr €
Montanide ISA 720 COMO AdJUVANTE.........coeeiiiiee e e e eeeeee e e e ee e 32
Tabela 3 - Composicdo da estrutura secundéria das proteinas NLP-CSPct e NLP-
CSPRAPOS UECONVOIUGED. .......eeiieiiieeeeitiie ettt e e e et e e e e e ee e e e e 40



Sumario

1. INTRODUGAO ...ttt 1
1.1 Malaria Nno Brasil € N0 MUNO...........ccovvviiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 1
1.2. CiCIO O PAIASITO ....evviiiiiiiiiiiiiii i 4
1.3. Medidas de coNtrole € PreVENGAOD ........coveeeeiieeieiiiiiie e e e e e e e e 7

1.4. Consideracdes sobre as estratégias de desenvolvimento de vacinas contra
Maléria 10

1.5. Utilizacao da Proteina Circumsporozoita como antigeno vacinal. ............... 11
1.6. AdJUVANTES €M VACINAS ....ovvviiiieieeeeiiieiiie e e e e e et e e e e e e e e et e e e e e eeeeeann 14
1.7. Estudos clinicos envolvendo vacinas contra malaria ...............ccccoeeeeeeeeeennn, 16

1.8. Contribui¢cdes de nosso grupo para o desenvolvimento de vacina contra a

forma pré-eritroCitiCa de P. VIVAX. .......ccooiiiiiiiiiiiiiiiiee e 20
1.9. Utilizacéo de particulas semelhantes a virus como carreadores de antigenos
172 03[ =TSRRI 23
A © 1= N I AV 3 25
3. MATERIAIS E METODOS.......coiiiieieeceeteeeete e eteee ettt sttt eae s 26
3.1. Sequéncias das proteinas recombiNaNtes ..........cccoeeeevivviiiiiiiiie e, 26

3.2. Obtencéo de leveduras P. pastoris transformadas com os vetores de
expressao para as proteinas recombiNaNteS........ccooveveeeieii e 28

3.3. Expressao das proteinas recombinantes a partir da levedura P. pastoris....28

3.4. Purificacdo das proteinas recombinantes ............cccceeiiieeeiiiiiiiiiie e 29
3.5. Eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de sodio (SDS-

P A GE) e e e et e e e e e e e e aarrraaeeean 29
3.6. Ensaio de ImmunobIlOoting..........ccooiiiiiiiiiiie e 30
3.7. Cromatografia liquida de alta performance em fase reversa (RP-HPLC) das
N L P S et e e e e e e e aannn 31
3.8. [Tt £ 1 1= ¢ o N @ o1 U | =V PP 32
3.9. Microscopia eletronica de varredura ............ccooovvvriiiiieeeeeeeeeiee e, 32
3.10. Imunizag@o de camuUNAONGOS ........uuiiiieeeiiiiiiiiiiiiee e e e e e eeeeati e e e e e e eeeeeaanes 32
3.11. Dosagem de anticorpos IgG, especificidade e isotipos de IgG induzidos
pelas imunizagdes experimentaiS em CamuUNAONJOS. ......uiiieeeeiiiieiiiiiiieee e eeeeeeennnnnnns 33
3.12.  ELISPOT de CEIUIAS Bi.........cccvviiiiiiiei ettt 35
3.13. Desafio utilizando parasitos tranSgENICOS .........cceeveeeeeiiiiiiiiiiiieeeeee e, 36

3.13.1. Parasitos, camundongos € MOSQUITOS.........ccevurriieeriiiiiieeeiiiineeeeeiin 36



3.13.2. Desafio COM 0S €SPOrOZOItOS ......cevvvvuuiiiieeeeeeeeeiiiee e e e e e 36

3.14. Sorologia contra 0 Virus da caxumba..............uuiiiiiieeeiirieiiiin e 37
4. RESULTADOS ...ttt e e e e e e e s st e e e e e e e e e e nnnneeees 37
4.1. Expresséo e purificagdo das proteinas NLP-CSPct e NLP-CSPr................ 37
4.2. Purificacdo das proteinas NLP-CSPcte NLP-CSPR ......cccovviiiiieiiiiiiieene, 38
4.3. Caracterizacao biofisica das proteinas NLP-CSPct € NLP-CSPr................ 40
4.3.1. Cromatografia liquida de alta efiCiencia.............ccccceviriniiininiiiiiiinnnnn. 40
4.3.2.  IMMUNODBIOTEING ... 40
4.3.3. DICrOISMO CIFCUIAN .......uuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii s eannaennnnnnnnnnnnnnnes 41
4.3.4. Microscopia eletronica de tranSMISSA0............uuviiieeeeririeeiiiiiinee e eeeeenenns 42
4.4, Caracterizacdo imunoldgica das proteinas NLP-CSPct e NLP-CSPk.......... 43

4.4.1. Expressao das variantes alélicas VK210, VK247 e P. vivax like utilizadas
para 0 teste de ELISA. ...t 43

4.4.2. Avaliagdo da resposta de anticorpos em camundongos imunizados com
NLP-CSPctou NLP-CSPr em esquema de imunizacao prime-boost homélogo
na presencga do adjuvante POlY (I:C). ... 45

4.4.3. Determinacdo da longevidade dos anticorpos anti-NLP-CSPcr e anti-
NLP-CSPr empregando Poly (I:C) como adjuvante. ........cccccccevvvviiiiiiiiiiniininnnnnn. 47

4.4.4. Avaliagdo da resposta de anticorpos em camundongos imunizados com
NLP-CSPctou NLP-CSPr em esquema de imunizacao prime-boost homologo
emulsionado com o adjuvante Montanide ISA 720. ..........cccceeeeieiiiiiiiiiiiiiee e, 48

4.4.5. Determinacédo da longevidade dos anticorpos IgG em camundongos
imunizados com as formulacdes contendo as proteinas, NLP-CSPct ou NLP-
CSPRr, emulsionadas com o adjuvante Montanide ISA 720. .........cccccccvvvrnnnnnnns 50

4.4.6. Avaliacado da resposta de isotipos de IgG anti-NLP-CSPct e anti-NLP-

4.4.7. Determinacado da especificidade de anticorpos anti-NLP-CSPcr e anti-
N | Y 53

4.4.8. Soroprevaléncia dos anticorpos especificos contra o virus da caxumba e
proteina NP em residentes de areas endémicas e ndo-endémicas para

= F= T - PSSR 55
4.4.9. Deteccéao de células secretoras de anticorpos especificas para NLP-
CSPct no bago e medula 6ssea de camundongos imunizados. ........................ 57
4.4.10. Avaliacdo da eficacia da Vacina ............ccccccuuuuummimiiimiiniiiiiiiiiiiiiniaenaens 61
5. DISCUSSAD ... .oiiiiiiiitetitee sttt sttt 63

B.  CONCLUSOES ... e, 72



T REFERENCIAS ... ettt ettt e et e

8. ANEXOS



1.INTRODUCAO
1.1. Maléaria no Brasil e no Mundo

A malaria € um grave problema de saude publica e indiscutivelmente a doenca
parasitaria tropical mais devastadora do mundo. Estima-se que 3,3 bilhdes de pessoas
vivam em areas de risco (WHO, 2019).

Em 2019 mais de 405 mil pessoas vieram a 0Obito, destas, 272 mil foram criancas,
tonando-se assim, a doenga que mais mata crian¢cas com idade inferior a 5 anos (WHO,
2019). A maléria corresponde a quinta causa de morte por doenca infecciosa no mundo e
a segunda na Africa (CRAWLEY; CHU; MTOVE; NOSTEN, 2010; WHO, 2019). A maioria
dos casos desse numero alarmante (228 milhdes de casos no ano de 2018), concentra-
se na Africa Tropical, e os demais se distribuem nas Américas Central e Sul, Sudoeste da
Asia e ilnas da Oceania, como apresentado na figura 1 (MER; DUNSER; GIERA;
DONDORP, 2020; WHO, 2019).

Os agentes etiologicos da malaria humana séo parasitos que pertencem ao filo
Apicomplexa, género Plasmodium: Plasmodium falciparum, Plasmodium vivax,
Plasmodium malariae, Plasmodium ovale e os mais recentemente classificados como
agentes etioldgicos humanos, embora ainda sendo considerados como causadores
de zoonoses estdo: Plasmodium knowlesi (KANTELE; JOKIRANTA, 2011),
Plasmodium simium (BRASIL; ZALIS; DE PINA-COSTA; SIQUEIRA et al., 2017) e

. ...-’/"\'
. /

. Transmissao ocorre ) Transmissao ocorre

[ [ Nao ocorre transmissao
em toda parte em algumas partes

Plasmodium cynomolgi (TA; HISAM; LANZA; JIRAM et al., 2014).



Figura 1. Mapa das regifes de risco para malaria no mundo. Adaptado de (MER;
DUNSER; GIERA; DONDORP, 2020)
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De acordo com o World Malaria Report (WHO, 2019), no ano de 2018 no mundo,
foram notificados mais de 7,5 milhdes de casos de malaria causada por P. vivax, sendo
considerada a espécie de maior distribuicdo geogréafica. Nas Américas, a grande maioria
dos casos (74,1%) séo atribuidos a malaria vivax, sendo este, o parasita de maior
predominancia no continente, em comparacdo aos demais. O Brasil foi responsavel por
aproximadamente 23% dos casos (aproximadamente 155 mil), ficando apenas abaixo da
Venezuela, responsavel por 51% dos casos (WHO, 2019). Hoje, no Brasil, o P. vivax é a
principal espécie causadora de malaria (Figura 2), contribuindo com aproximadamente
85% dos casos registrados no pais (SVS-MS, 2020). A infeccao atinge principalmente as
populacdes da bacia Amazonica e viajantes (OLIVEIRA-FERREIRA; LACERDA; BRASIL;
LADISLAU et al., 2010). Apesar da grande maioria dos casos de maléaria ocorridos
anualmente no Brasil (cerca de 99%) serem localizados na regido da Amazonia,
outras areas do pais possuem condi¢cdes favoraveis para a disseminacdo e
prevaléncia da doenca, como por exemplo, a presenca do mosquito vetor, turistas
infectados transitando, entre outras (MARINHO; SALLUM; ROSA-FREITAS;
LOURENCO-DE-OLIVEIRA et al., 2018).
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Figura 2. Distribuicdo da malaria na América do Sul. Adaptado de: WHO, 2019



1.2. Ciclo do parasito

Como mencionado acima, a malaria humana pode ser causada por 7
diferentes agentes etioldgicos. Durante o repasto sanguineo ocorre a inoculagdo do
parasito na derme, sob a forma de esporozoitos, pelo mosquito fémea do género
Anopheles sp. Os esporozoitos sdo formas moveis do parasito cuja motilidade, que esta
relacionada a reorientacéo de proteinas em sua superficie, € necessaria para invasao dos
capilares dérmicos, ganhando a corrente sanguinea até atingir as células hepéaticas
(MENARD, 2001). Embora ndo havendo evidencias em humanos, estudos em modelos
murinos utilizando esporozoitos de Plasmodium berghei e Plasmodium yoelii mostram
gue os mesmos podem realizar esquizogonia exoeritrocitica completa, ndo apenas dentro
dos hepatdcitos, mas também dentro das células da pele. No entanto, embora 0s
merozoitos infecciosos de P. berghei liberados possam ocasionalmente invadir eritrécitos
no camundongo, 0os merozoitos derivados da pele ndo contribuem significativamente para
a infeccdo eritrocitaria em condi¢cbes normais. (GUEIRARD; TAVARES; THIBERGE;
BERNEX et al., 2010). Cerca de 30% dos esporozoitos tém sucesso no processo de
invasdo (AMINO; THIBERGE; MARTIN; CELLI et al., 2006; KRETTLI; DANTAS, 2000), ja
os demais (70%), sé@o capturados por fagocitos residentes nos tecidos, células
apresentadoras de antigenos ou alvos de mastdcitos, linfocitos T, células linféides inatas
e anticorpos (DAILY, 2018).

Ao chegar no figado, apds o reconhecimento de receptores de superficie, os
esporozoitos infectam os hepatdcitos (SIDJANSKI; VANDERBERG, 1997). O mecanismo
exato envolvido no trafego dos esporozoitos até alcancarem os hepatécitos ainda é
impreciso, todavia sabe-se que a passagem dos parasitos por varias destas células antes
da invasdo parece ser essencial para o ciclo de vida do parasito (COPPI; TEWARI,
BISHOP; BENNETT et al., 2007; GUEIRARD; TAVARES, THIBERGE; BERNEX et al.,
2010; SILVIE; FRANETICH; BOUCHEIX; RUBINSTEIN et al., 2007). Uma vez no interior
dos hepatdcitos, ocorre a diferenciagdo dos esporozoitos em trofozoitos, que se
multiplicam por esquizogonia, originando esquizontes teciduais (SHORTT; GARNHAM,
1948; TARUN; BAER; DUMPIT; GRAY et al., 2006). Esta fase do ciclo é denominada
pré-eritrocitica ou tecidual. Nesta fase, existe uma particularidade nos ciclos de vida
do P. vivax e P. ovale, que € a formacdo de formas latentes (hipnozoitos), capazes
de permanecer no interior dos hepatocitos por longos periodos de tempo e ocasionar
1 ou mais recaidas da doenca, meses apos o contagio (COGSWELL, 1992).



Os merozoitos sao liberados em vesiculas denominadas merossomos que
transportam centenas de merozoitos para a corrente sanguinea e a0 mesmo tempo sao
capazes de protegé-los do ataque das células de Kuppfer do figado (STURM; AMINO;
VAN DE SAND; REGEN et al., 2006). ApOs evasao dos hepatdécitos, tem inicio a fase
eritrocitica de vida do parasito, que € marcada pela invasdo das heméacias pelos
merozoitos. Este estagio do ciclo de P. vivax se diferencia do P. falciparum, uma vez
que este invade tanto as células maduras como as jovens, jA o P. vivax infecta
restritamente as hemacias jovens, chamadas de reticulécitos. Muito provavelmente
estas diferencas, apesar de ndo elucidadas completamente, estdo relacionadas a
interacdes de ligantes-receptores (MOON; SHARAF; HASTINGS; HO et al., 2016).

No interior dos eritrécitos 0 parasito se multiplica, também por esquizogonia,
acarretando na formacédo de novos merozoitos, que por sua vez irdo causar a lise da
célula hospedeira e posteriormente irdo invadir novas células sanguineas, processo esse
que se repete ininterruptamente. E durante esta etapa do ciclo que ocorre o
aparecimento dos sintomas. Dentre todos, 0 mais classico € o paroxismo febril, que
sdo marcados por periodos de frio, calor e suor. Outros sintomas séo: o aumento de
temperatura corporal, seguidos por calafrios, cefaleia, naduseas e vomitos, fraqueza e
cansagco constantes, e ictericia em alguns casos (ASHLEY; PYAE PHYO;
WOODROW, 2018).

Ocasionalmente, alguns trofozoitos diferenciam-se em gametdcitos (feminino e
masculino) que é o estagio sexuado do parasito, onde nesta etapa, necessitam de um
hospedeiro invertebrado para darem sequéncia ao seu desenvolvimento, uma vez que
estes ndo sofrem divisdo. Quando um mosquito Anopheles sp se alimenta do sangue
de individuos infectados, no intestino, ira ocorrer a fecundacdo de gametdcitos
(macrogameta e microgameta) evoluindo para a forma de zigoto, em seguida oocineto e
oocisto, para que ao final do processo, sejam originados 0s esporozoitos, estes
permanecem armazenados nas glandulas salivares do vetor até sua proxima
hematofagia, momento no qual estas formas do parasito sao transferidas para a derme
de um novo hospedeiro vertebrado, infectando-o (SIMONETTI, 1996).

No passado, a malaria era conhecida como febre ter¢é ou quartd, dependendo da
espécie do parasito. Isso se referia a forma em que a febre se apresentava nos pacientes
depois de aproximadamente 15 dias da infeccéo inicial: no caso da tercd, a febre
acontecia a cada 48 horas (P. vivax, P. falciparum e P. ovale), ja a quartd, a cada 72



horas (P. malariae). Ainda sobre a febre terca, casos de malaria causados por P. vivax
eram chamados de febre terca “benigna” enquanto que para P. falciparum era atribuido o
nome de febre ter¢ca “maligna” (ASHLEY; PYAE PHYO; WOODROW, 2018). Todavia,
com o aprofundamento dos estudos da fisiopatologia da doenca, este tipo de
nomenclatura entrou em desuso, isto porque evidenciou-se que a malaria vivax também
pode causar complicacdes aos individuos acometidos por ela (COELHO; LOPES;
PIMENTEL; NOGUEIRA et al., 2013). As principais complica¢cdes da maléria vivax séo a
anemia e a trombocitopenia, associados a outros distlrbios hematoldgicos. A primeira €
resultado da remocdo de glébulos vermelhos ndo infectados, um mecanismo
particularmente importante na maléria vivax aguda, jA que os glébulos vermelhos
infectados com P. vivax sdo minimamente aderentes (DOUGLAS; ANSTEY; BUFFET,;
POESPOPRODJO et al., 2012). Ja a segunda, € resultado da combinacao de disturbios
na coagulacao, da esplenomegalia, e de alteracbes na medula 6ssea (COELHO; LOPES;
PIMENTEL; NOGUEIRA et al., 2013), que tornam as plaquetas mais susceptiveis a acdo
de macrofagos. Estes fatores mostram que a malaria vivax ndo s6 nao deve ser mais
descrita como benigna, como nao deve mais ser negligenciada (PHILLIPS; BURROWS;
MANYANDO; VAN HUIJSDUIJNEN et al., 2017).

A figura 3 resume o ciclo do P. vivax tanto no hospedeiro vertebrado quanto no

invertebrado.
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em: https://www.mmv.org/newsroom/press-releases/one-step-closer-blocking-transmission-malaria.
Acesso em 01 de maio de 2020.

1.3. Medidas de controle e prevencao

Levando em conta a complexidade do ciclo do parasito e 0 expressivo niumero
de casos reportados anualmente em todo o mundo, é de extrema importancia o
desenvolvimento de estratégia eficazes no diagnostico, controle e prevencdo da
doenca (GACHELIN; GARNER; FERRONI; VERHAVE et al., 2018).

As principais vias de controle da doenca, baseiam-se em trés frentes: 1)
diagndstico precoce, Il) tratamento da doenca apds manifestacdo dos sintomas e Ill)
prevencao.

Dentre as estratégias de diagndstico, o exame microscopico do sangue €&
considerado o padrdo ouro, podendo ser feito através de esfregaco delgado ou gota
espessa. Apesar de ainda ser a técnica mais confiavel para diagnosticar a malaria, é
trabalhosa, contando com técnicos altamente treinados e usando microscépios para
analisar as amostras. Como limitacdo desta técnica, podemos destacar o tempo
levado para realizar a técnica, variabilidade na qualidade da leitura (definicdo de
carga parasitaria e diferenciacdo de espécies), dificuldade de utilizagdo em
ambientes com poucos recursos e a impossibilidade de deteccdo de resisténcia a
medicamentos (GARCIA, 2010; TANGPUKDEE; DUANGDEE; WILAIRATANA,
KRUDSOOD, 2009).

InfeccBes assintomaticas ou sub-microscoépicas (ou seja, de baixa deteccéo
pelo método de esfregaco sanguineo ou gota espessa) sao muito comuns, além de
que, a maioria, sendo todas essas infeccdes, produz gametoécitos e provavelmente
contribuem substancialmente para manter a transmissdo por P. vivax (MUELLER,;
SHAKRI; CHITNIS, 2015).

Como mencionado anteriormente, € muito comum que pacientes infectados
apresentem recaidas das doenca, sendo estas atribuidas a presenca dos
hipnozoitos e que podem contribuir com até 80% de todas as infec¢des no estagio
sanguineo e, se nao for tratado adequadamente, pode causar novas infecgoes,
meses e até mesmo anos apos a infeccdo primaria (BETUELA; ROSANAS-
URGELL; KINIBORO; STANISIC et al., 2012; WHITE, 2011). Aléem de que, como
ndo existem testes de diagndstico que possam detectar a presenca de hipnozoitos,
portadores indetectaveis sdo uma importante e potencial fonte de reintroducao de P.

vivax (BETUELA; ROSANAS-URGELL; KINIBORO; STANISIC et al., 2012; WHITE,
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2011). Outro fator ligado a presenca de hipnozoitos, é que com as recaidas, torna-se
também dificil a erradicacdo da doenca, uma vez que o individuo se torna um
reservatério do parasita permitindo a reintroducdo em areas susceptiveis (WELLS,;
BURROWS; BAIRD, 2010).

Portanto, uma alternativa para se realizar o diagndstico em locais com poucos
recursos, € o teste rapido para deteccdo de antigenos do parasito. Estes, todavia,
ndo podem ser usados para controle de cura, devido a possivel persisténcia de
partes do parasito (MOODY, 2002). Técnicas alternativas como a reacdo da
polimerase em cadeia ou PCR (do inglés “Polymerase Chain Reaction”), apesar de
apresentarem alta sensibilidade na diferenciacdo das espécies, sao caras, pois
exigem equipamentos e reagentes especificos (BERZOSA; DE LUCIO; ROMAY-
BARJA; HERRADOR et al., 2018). Sendo assim, novos e aprimorados testes de
diagnoésticos sdo essenciais para o controle eficaz da malaria, bem como para a
identificacdo de resisténcia a medicamentos (MOODY, 2002).

No que tange aos tratamentos, sdo administrados quimioterapicos
antimalaricos por um periodo que varia de 3 a 14 dias. Os antimalaricos visam
interromper principalmente a esquizogonia sanguinea, responsavel tanto pela patogenia
guanto pelas manifestacbes clinicas da malaria. Particularmente para P. vivax, o
tratamento também tem como objetivo impedir as recaidas associadas aos hipnozoitos
(TSE; KORSIK; TODD, 2019). Existrem também antimalaricos com atividade
gametocitica, ou seja, que agem sobre 0os gametdcitos gerados na fase sanguinea (TSE;
KORSIK; TODD, 2019).

Um fator complicador a ser considerado no tratamento P. vivax, é a
necessidade da utilizacdo do farmaco primaquina, que visa a destruicdo da forma
latente do parasito. Entretanto, parte da populacdo possui deficiéncia na producgéao
de uma enzima hepatica chamada de G6PD (Glucose-6-fosfato dehidrogenase),
sendo impossibilitada de utilizar este farmaco (HILL; BAIRD; PARISE; LEWIS et al.,
2006; PETERS; VAN NOORDEN, 2009). Alternativamente, a utlizagdo do farmaco
tafenoquina vem sendo revolucionaria, ja que com uma unica dose, € capaz de eliminar o
parasito e prevenir recaidas. Assim, torna-se uma alternativa ao tratamento padrao
com primaquina, que possui tempo de tratamento mais longo, uma vez que a falta
de adesdo do paciente € uma das causas de recaida da doenca. Apesar da clara

vantagem deste novo farmaco, o mesmo também é restrito a individuos que



possuem deficiéncia de G6PD (LLANOS-CUENTAS; LACERDA; HIEN; VELEZ et al.,
2019).

No que se refere a terapias profilaticas, medicamentos como a mefloquina e a
atovaquona-proguanil, sao indicados tanto para mulheres em gestagcédo quanto para
viagjantes que irdo para areas endémicas, todavia estes medicamentos possuem
altos custos e a aderéncia ao tratamento vai decaindo ao longo do tempo
(GONZALEZ; PONS-DURAN; PIQUERAS; APONTE et al., 2018; MELTZER;
RAHAV; SCHWARTZ, 2018; TICKELL-PAINTER; MAAYAN; SAUNDERS; PACE et
al., 2017).

Vale destacar que ha diversos relatos sobre o aumento da resisténcia aos
principais farmacos utlizados no tratamento da maléria, tanto para malaria
falciparum quanto maléaria vivax (PEPLOW, 2016). Fato este que contribui de
maneira relevante para a reemergéncia de casos em locais considerados
erradicados ou controlados (ANTHONY; BURROWS; DUPARC; MOEHRLE et al.,
2012; PHILLIPS; LOTHARIUS; MARSH; WHITE et al., 2015; ROCAMORA; ZHU;
LIONG; DONDORP et al., 2018; SIRAWARAPORN,; SATHITKUL,
SIRAWARAPORN; YUTHAVONG et al., 1997). Estes fatores estimulam ainda mais
a busca de novos farmacos, como, por exemplo, a marinoguinolina, que vem se
destacando em testes preliminares in vitro e modelos animais, contra P. faciparum,
por conseguir eliminar cepas resistentes aos farmacos mais convencionalmente
utilizados (AGUIAR; PANCIERA; SIMAO DOS SANTOS; SINGH et al., 2018).

No que tange as estratégias de prevencao, podemos destacar o controle do vetor
transmissor. As principais acdes de combate ao vetor, adotadas em pequena e média
escala, sdo através de instalacéo de telas de protecdo nas residéncias, mosquiteiros
impregnados com inseticidas e a pulverizacdo de inseticidas. Estas estratégias
impactam significativamente na diminuicdo da transmissdo (SNOW et al., 1999;
FOSTER; PHILLIPS, 1997). Como em qualquer estratégia utilizada, também existem
desvantagens, e a principal é o crescente numero de relatos de resisténcia dos
mosquitos aos inseticidas utilizados (BUTLER, 2011; DIJANIC; NICKERSON;
SHAKYA; DIJANIC et al., 2018).

Uma estratégia que vem ganhando notoriedade € o emprego de mosquitos
machos geneticamente modificados, que ao se acasalarem com as fémeas,

impedem a producdo do cromossomo X e a consequente reproducdo de novos



mosquitos fémeas (GALIZI; DOYLE; MENICHELLI; BERNARDINI et al., 2014).
Entretanto, o impacto desconhecido da insercdo de animais geneticamente
modificados no meio ambiente € uma questdo ainda em discussao (BILGO;
LOVETT,; FANG; BENDE et al., 2017).

Dentre todas as estratégias de prevencdo, a que possui melhor custo-
beneficio, podendo também ser a de melhor eficacia, € a vacinacdo, uma vez que
ajudaria ndo somente a driblar a questdo de adesdo e toxicidade dos farmacos
utilizados no tratamento, como também o aumento da resisténcia dos vetores aos
inseticidas (GREENWOOD, 2005; MAL, 2011).

1.4. Consideragdes sobre as estratégias de desenvolvimento de vacinas contra
Maléaria

A vacinacdo, até o presente momento, € um dos métodos que possui maior
impacto para reducdo da morbidade/mortalidade e aumento da qualidade de vida para
seres humanos (POLAND; OVSYANNIKOVA; KENNEDY, 2018).

Os mecanismos envolvidos no desenvolvimento de uma resposta imune protetora
contra a malaria séo altamente complexos, com diversas lacunas e com alta variabilidade
da resposta no homem, além da grande diversidade de antigenos do parasito. Porém, ao
longo dos anos, diversos trabalhos sugerem que a inducdo de uma imunidade protetora
contra a malaria é um objetivo palpavel (COELHO; DORITCHAMOU; ZAIDI; DUFFY,
2017). Contribuem para essa hip6tese o desenvolvimento de protecdo através da
inoculacdo de esporozoitos irradiados em camundongos (NUSSENZWEIG;
VANDERBERG; MOST; ORTON, 1967), em primatas ndo humanos (COLLINS;
NUSSENZWEIG; BALLOU; RUEBUSH et al.,, 1989) e em humanos (CLYDE, 1990;
EPSTEIN; TEWARI; LYKE; SIM et al.,, 2011; RIECKMANN; BEAUDOIN; CASSELLS;
SELL, 1979); jA o desenvolvimento de uma imunidade naturalmente adquirida é
altamente variavel, onde pode ser necessario multiplas e/ou continuas exposi¢des ao
parasito, sendo que esta protecdo é cepa-especifica, que pode ser de longa ou curta
duracdo, (DOOLAN; DOBANO; BAIRD, 2009; MUELLER; GALINSKI; TSUBOI,
AREVALO-HERRERA et al., 2013); também foi constatado protecdo de individuos
através de transferéncia passiva de anticorpos de pessoas consideradas imunes para
individuos ndo imunes (SABCHAREON; BURNOUF; OUATTARA; ATTANATH et al.,
1991).
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Umas das questdes mais relevantes, se ndo a mais, no desenvolvimento de uma
vacina com potencial esterilizante, € a escolha do(s) melhor(es) antigeno(s). A
problematica se da devido ao ciclo do parasito ser bastante complexo, sendo dividido em
basicamente 3 fases, como descrito no item acima, onde, durante cada etapa do ciclo,
s80 expressos inumeros genes diferentes, que sao traduzidos em diversas proteinas,
onde parte destas pode possuir potencial como antigeno vacinal (HERRERA;
CORRADIN; AREVALO-HERRERA, 2007).

Com base nestas afirmativas, infere-se que o reconhecimento de um Unico
imundégeno possa ser insuficiente para a obtencdo de uma vacina eficaz, fato que
estimula a obtencéo de formulacées compostas por multiplos antigenos provenientes de
multiplos estagios, potencializando a reposta imune contra o parasito, gerando uma gama
maior de anticorpos, ceélulas efetoras e citocinas (FERRARO; TALBOTT;
BALAKRISHNAN; CISPER et al., 2013; GOOD; DOOLAN, 2010).

1.5. Utilizacdo da Proteina Circumsporozoita como antigeno vacinal.

A Proteina Circumsporozoita (CSP, do inglés Circumsporozoite Protein) recobre a
superficie dos esporozoitos, sendo requerida para o processo de invasdo das células
hepaticas do hospedeiro (MCCUTCHAN; KISSINGER; TOURAY; ROGERS et al., 1996;
STEWART; NAWROT; SCHULMAN; VANDERBERG, 1986). Os genes de CSP estédo
bem caracterizados e a analise de sua estrutura priméaria nas espécies de Plasmodium
identificam 3 regides claramente definidas: uma extensa regido central de aminoécidos
em tandem (repeats) espécies-especificos que ocupa mais de 1/3 da molécula (ARNOT;
BARNWELL; STEWART, 1988; ARNOT; BARNWELL; TAM; NUSSENZWEIG et al.,
1985; HERRINGTON; CLYDE; LOSONSKY; CORTESIA et al., 1987), flanqueada por 2
regides altamente conservadas, regido |, N-terminal que se liga a proteoglicanos (ALEY;
BATES; TAM; HOLLINGDALE, 1986; CERAMI; FREVERT; SINNIS; TAKACS et al.,
1992; DAME; WILLIAMS; MCCUTCHAN; WEBER et al., 1984) e regido Il, C-terminal,
com dominio de adesao celular TSR (trombospondina). A regido C-terminal possui 2
pares de cisteinas conservadas (DAME; WILLIAMS; MCCUTCHAN; WEBER et al., 1984)
que estdo relacionados a conformacgdo da proteina e reconhecimento do receptor da
superficie dos hepatdcitos expostos ao fluxo sanguineo (Figura 4)(CERAMI; FREVERT;
SINNIS; TAKACS et al., 1992; DAME; WILLIAMS; MCCUTCHAN; WEBER et al., 1984,
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PANCAKE; HOLT; MELLOUK; HOFFMAN, 1992).

Figura 4. Representacdo esquemética da Proteina CS de Plasmodium. Adaptado de:
(NARDIN; NUSSENZWEIG, 1993)

Ao longo dos estudos envolvendo isolados de P. vivax, descobriu-se a existéncia
de variacOes alélicas para a regido central da proteina CS. As sequéncias de
aminoacidos GDRA[A/D]GQPA, caracterizam o genétipo VK210 (ARNOT; BARNWELL,;
TAM; NUSSENZWEIG et al., 1985), a sequéncia ANGA[G/D][N/D]JQPG caracterizam o
gendtipo VK247 (ROSENBERG; WIRTZ; LANAR; SATTABONGKOT et al., 1989), sendo
estes alelos mais frequentes em comparacao ao terceiro gendétipo, chamado de P. vivax-
like (APGANQI[E/G]JGGAA), que apesar de controvérsias, a maioria dos autores o
reconhecem como uma terceira variante alélica do P. vivax (QARI; SHI; GOLDMAN,;
UDHAYAKUMAR et al.,, 1993). Vale destacar que estas variantes alélicas nédo
apresentam reconhecimento cruzado por anticorpos policlonais (QARI; GOLDMAN,;
POVOA; OLIVEIRA et al., 1991). Além disso, todas as 3 variantes identificadas possuem
distribuicdo mundial (KAIN; WIRTZ; FERNANDEZ; FRANKE et al., 1992; OLIVEIRA-
FERREIRA; PRATT-RICCIO; ARRUDA; SANTOS et al, 2004; QARI; GOLDMAN;
POVOA; OLIVEIRA et al., 1991; STORTI-MELO; DE SOUZA-NEIRAS; CASSIANO;
JOAZEIRO et al., 2009).

No Brasil, alguns estudos foram realizados com o intuito de avaliar a incidéncia
das variantes bem como a prevaléncia de anticorpos contra a proteina CS. Foi
constatado através de PCR a presenca de todas as variantes alélicas em areas
endémicas da Amazonia Legal (MACHADO; DE FIGUEREIDO FILHO; CALVOSA,;
FIGUEREDO et al., 2003; MACHADO; POVOA, 2000; STORTI-MELO; DE SOUZA-
NEIRAS; CASSIANO; JOAZEIRO et al., 2009), e por sorologia no Para, em Rondbnia,
Mato Grosso e em regides ndo endémicas como Sao Paulo (ARRUDA; ZIMMERMAN;
SOUZA,; OLIVEIRA-FERREIRA, 2007; CURADO; DUARTE; LAL; OLIVEIRA et al., 1997).
Nos estados mencionados, verificou-se uma maior prevaléncia da variante VK210
(reconhecimento de cerca de 65 a 80%) em comparagéo das outras 2, que apresentaram
distribuicdo semelhante entre si (ARRUDA; ZIMMERMAN; SOUZA; OLIVEIRA-
FERREIRA, 2007; SOARES; LOPEZ-CAMACHO; RODRIGUES-DA-SILVA; DA SILVA
MATOS et al., 2020).
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O emprego da proteina CS como antigeno vacinal foi proposto em 1967, por
Nussenzweig e colaboradores, que, apos realizarem a imunizacdo de camundongos
utilizando esporozoitos de P. berghei irradiados, observaram a protecdo estéril destes
apos desafio, assim, tornando-se “padrao ouro” de estratégia para o desenvolvimento de
vacina contra malaria. Os anticorpos induzidos por esporozoitos irradiados foram
predominantemente direcionados contra a proteina CS, apesar de 0S esporozoitos
permanecerem na circulagdo sanguinea durante um curto espaco de tempo
(NUSSENZWEIG; VANDERBERG; MOST; ORTON, 1967). Estudos realizados mais
recentemente por Aliprandini e colaboradores (2018), demonstram que anticorpos
monoclonais direcionados as regides centrais da proteina CS de P. yoelii, possuem néo
somente a capacidade de diminuicdo da motilidade do esporozoito, que impediria a
infeccdo dos hepatdécitos, bem como atividade “citotoxica”, pois os anticorpos tém a
capacidade de “desencapar” o esporozoito, removendo completamente a proteina CS e
fazendo com que o parasito seja destruido. Esta evidéncia reforca ainda mais a
importancia da proteina CS como antigeno vacinal (ALIPRANDINI; TAVARES;
PANATIERI; THIBERGE et al., 2018). Embora haja evidéncias de que vacinas baseadas
no antigeno CSP podem ser bem sucedidas, o polimorfismo da regido central da proteina
CS de P. vivax deve ser levado em consideracdo no momento de se desenvolver uma
formulacdo vacinal, com o objetivo de se ter uma formulagdo de ampla cobertura
(REYES-SANDOVAL; BACHMANN, 2013).

No que diz respeito a indugcdo de uma resposta imune adequada por
formulacbes vacinais contra esse antigeno, € importante conhecer as células que
compde a resposta imune contra a infeccdo natural nesta etapa do ciclo do P. vivax.
Durante o processo de invasdo dos hepatdcitos pelos esporozoitos, fragmentos dos
antigenos sao apresentados na superficie da célula hepética, os quais podem ser
reconhecidos por células T-citotoxicas (TCD3*CD8") (DOOLAN; MARTINEZ-ALIER,
2006). As células Natural Killer (NK) e T auxiliares (TCD3*CD4") séo induzidas a ativacéo
por IL-12 (interleucina 12), que € produzida pelo contato de macrofagos, células
dendriticas e células de Kupffer com a CSP (ARTAVANIS-TSAKONAS; RILEY, 2002;
RILEY; WAHL; PERKINS; SCHOFIELD, 2006). Esses linfocitos possuem papel critico na
destruicdo direta do hepatdcito infectado, ja que a secrecao de IFN-y, principal molécula
efetora, que deflagra a producéo de reativos intermediarios do oxigénio pelos hepatdcitos,

como o Oxido nitrico, toxico para parasitos intracelulares (ARTAVANIS-TSAKONAS;
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RILEY, 2002; HOLLINGDALE; NARDIN; THARAVANIJ; SCHWARTZ et al., 1984; RILEY;
WAHL; PERKINS; SCHOFIELD, 2006). As células T auxiliares atuam
complementarmente, auxiliando na ativacao e diferenciacéo de células B ou de linfécitos
T citotoxicos (DOOLAN; MARTINEZ-ALIER, 2006).

Formulacdes vacinais com foco em antigenos expressos durante a fase pré-
eritrocitica do parasito, tem como principal objetivo, gerar anticorpos capazes de
neutralizar os esporozoitos e consequentemente impedir a invasao dos hepatécitos
(HOLLINGDALE, 1990). Todavia, é de relevante importancia a geracdo de respostas
mediadas por células T citotdxicas e T auxiliares (HAFALLA; SILVIE; MATUSCHEWSKI,
2011; RENIA; GRILLOT; MARUSSIG; CORRADIN et al., 1993; ROMERO; MARYANSKI;
CORRADIN; NUSSENZWEIG et al, 1989), que em combinacdo com a acdo de
anticorpos altamente neutralizantes, atuam em conjunto para impedir a infeccdo dos
hepatdcitos e eliminacédo destes uma vez que estejam infectados e, assim, bloqueando a
progressao da infeccdo (HAFALLA; SILVIE; MATUSCHEWSKI, 2011; NARDIN;
NUSSENZWEIG, 1993; SILVIE; AMINO; HAFALLA, 2017) e oferecendo imunidade
estéril (COLLINS; NUSSENZWEIG; BALLOU; RUEBUSH et al., 1989).

1.6. Adjuvantes em vacinas

Os adjuvantes vém sendo utilizados por décadas para aumentar a resposta
imune de antigenos em vacinas (DI PASQUALE; PREISS; TAVARES DA SILVA;
GARCON, 2015). A incorporagdo de adjuvantes em formulagbes vacinais tem
basicamente a funcdo de acelerar e prolongar uma resposta imune especifica.
Sendo assim, suas principais vantagens sao o aprimoramento da imunogenicidade
de antigenos “fracos”, redugdo da quantidade de antigeno requerido para uma boa
imunizacdo e reducdo da frequéncia dos reforcos necessaria para manter o
individuo protegido contra determinada patologia (AUCOUTURIER; ASCARATEIL;
DUPUIS, 2006; DI PASQUALE; PREISS; TAVARES DA SILVA; GARCON, 2015;
DIDIERLAURENT; LAUPEZE; DI PASQUALE; HERGLI et al., 2017).
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De modo geral, os adjuvantes podem ser classificados com base em sua
fonte, mecanismo de acdo e propriedades fisico-quimicas. As classes mais
comumente descritas na literatura sdo: sais de minerais, particulas lipidicas,
microparticulas e imuno potenciadores (DI PASQUALE; PREISS; TAVARES DA
SILVA; GARCON, 2015). Todavia, muitos adjuvantes, independentemente da sua
classificagcdo, nunca foram liberados para uso humano devido a critérios de
aceitacdo em relacdo a seguranca de sua utlizacdo (APOSTOLICO JDE;
LUNARDELLI; COIRADA; BOSCARDIN et al., 2016). A figura abaixo mostra 0s
adjuvantes que atualmente estdo licenciados para a utilizagdo em humanos e os que
estdo em processos de avaliacdo (APOSTOLICO JDE; LUNARDELLI; COIRADA;
BOSCARDIN et al., 2016).

v| Sais de Aluminio ‘ ,| R837/

i ]
| MF59 |4 | ASO4 |‘
1920 1940 1960 1980 2000  : 2010
______________________________________ >
oo} [wor - [eeoon |
*’| Flagelina | V| AS02 |

Poly-ICLC

| Adjuvante de Freud |

’| MPL | ’| ASO1 |

— — — — Adjuvantes licenciados

— — — — Estudos clinicos

Figura 5. Linha do tempo dos principais adjuvantes em estudo. Adaptado de: (APOSTOLICO
JDE; LUNARDELLI; COIRADA; BOSCARDIN et al., 2016)

Destacando a importancia dos adjuvantes na modulagdo da resposta imune,
no desenvolvimento deste trabalho, apds estudos prévios, realizamos a selecédo de

dois adjuvantes para compor as formula¢fes vacinais, sao eles:

e Montanide ISA 720

O Montanide® ISA 720 é um adjuvante experimental, formulado como
emulsdes agua-em-Oleo, que induz titulos de anticorpos elevados em varias
espécies animais. Em sua composi¢céo possui um esqualeno, em fase experimental,
gue contém como emulsionante o0 mono-oleato de mannida. Este adjuvante forma

gotas de Agua-Oleo estaveis destinadas a proporcionar uma libertagdo lenta do
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antigeno no local da injecdo, onde, por efeito de depdsito, os antigenos sao
liberados lentamente e permanecem por periodos maiores de tempo no organismo
(AUCOUTURIER; ASCARATEIL; DUPUIS, 2006; MILES; MCCLELLAN; RAUSCH,;
ZHU et al., 2005; ROESTENBERG; REMARQUE; DE JONGE; HERMSEN et al.,
2008)

e Poly (:C)

O Poly-IC polyinosinic:polycytidylic acid, € uma dupla fita de RNA sintética
gue atua como agonista de receptores TLR-3 (toll like receptor 3), receptor este
encontrado no endossomo das células e que induz a producao de interferon do tipo |
(IFN), citocinas/quimiocinas inflamatorias e estimulacdo da maturagdo de células
dendriticas. H&4 também evidéncias sobre a inducdo de resposta mediada por
linfécitos TCD8+, através de mediadores inatos, incluindo células NK e macrofagos
(MATSUMOTO; SEYA, 2008; SALEM; DIAZ-MONTERO; EL-NAGGAR; CHEN et al.,
2009; SALEM; EL-NAGGAR; KADIMA; GILLANDERS et al.,, 2006; SCHNEIDER-
OHRUM; GILES; WEIRBACK; WILLIAMS et al., 2011). O Poly-ICLC possuiu as
mesmas propriedade biolégicas que o Poly (I:C), todavia com a finalidade de
melhorar sua estabilidade, em sua estrutura foi adicionada uma cauda de poli-lisina
e a solucdo veiculo foi acrescida de caboximetilcelulose (APOSTOLICO JDE;
LUNARDELLI; COIRADA; BOSCARDIN et al., 2016).

1.7. Estudos clinicos envolvendo vacinas contra maléaria

Os informes mais recentes relatam que outras 7 passam por testes clinicos de
fase | e Il e 3 em estudos pré-clinicos (COELHO; DORITCHAMOU; ZAIDI; DUFFY,
2017). Mais de 60% dos candidatos vacinais explorados nas ultimas décadas baseiam-se
em 3 antigenos descobertos ha mais de 20 anos, conforme demonstrado na figura 6, a
CSP, 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 (TUJU; KAMUYU; MURUNGI; OSIER, 2017).
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Figura 6. Pesquisa de novos antigenos para o desenvolvimento de vacinas
contra maléria. Adaptado de: (TUJU; KAMUYU; MURUNGI; OSIER, 2017).

Baseado em achados da década de 60 descrito por Nussenzweig e
colaboradores (1967), a empresa norte-americana Sanaria, desenvolveu uma vacina
contra P. falciparum baseado em esporozoitos inteiros atenuados (HOFFMAN; GOH,;
LUKE; SCHNEIDER et al.,, 2002). Na versdo mais recente das formulagbes em
desenvolvimento, os mosquitos sdo mantidos em laboratério, onde ha o processo de
infeccdo dos mesmos e, posteriormente, as glandulas salivares de cada mosquito
sao retiradas para a coleta dos parasitos e inativados por irradiagdo (HOFFMAN;
GOH; LUKE; SCHNEIDER et al.,, 2002; MORDMULLER; SUPAN; SIM; GOMEZ-
PEREZ et al.,, 2015; NUSSENZWEIG; VANDERBERG; MOST; ORTON, 1967).
Atualmente este projeto esta no inicio do estudo clinico de fase Il, na ilha de Bioko
no oeste da Africa, onde cerca de 2.100 pessoas estdo sendo estudadas (BUTLER,
2019). Apesar de ser uma estratégia que pode conferir protecdo superior a 60%, e
de longa duracdo (LYKE; ISHIZUKA; BERRY; CHAKRAVARTY et al., 2017) existe
uma clara desvantagem: a manutencdo de insetarios e a coleta manual das
glandulas salivares. A combinagéo desses dois fatores implica em uma significativa
lentiddo na questéo logistica de fornecimento de doses, ja que milhdes de pessoas
necessitariam dessa vacina e sua obtencéo é cara e trabalhosa (EPSTEIN; RICHIE,
2013; HOFFMAN; BILLINGSLEY; JAMES; RICHMAN et al., 2010).

Atualmente apenas uma vacina, chamada RTS,S, recebeu parecer positivo pela
EMA (European Medicines Agency), ou seja, que apresentou seguranca e eficacia nos
testes clinicos. Esta vacina, que foi desenvolvida pela GSK em parceria com a Walter
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Reed Army Institute (WRAIR), € uma vacina de subunidades expressa em leveduras
Saccharomyces cerevisiae, especificamente direcionada para o P. falciparum (DI
PASQUALE; PREISS; TAVARES DA SILVA; GARCON, 2015). O antigeno de superficie
(S) da Hepatite B é utilizado como matriz para a por¢cdo C-terminal e os repeats de
PfCSP. O antigeno de superficie do virus da hepatite B possui a capacidade de formacéo
de uma estrutura chamada de VLP (do inglés, Virus Like Particle) - esta estratégia sera
melhor detalhada no tdpico seguinte. Este antigeno vacinal é administrado juntamente
com o sistema de adjuvantes ASO1 (AS — do inglés adjuvant system) fornecidos pela
GSK (CAMPO; SACARLAL; APONTE; AIDE et al., 2014; GARCON; HEPPNER,;
COHEN, 2003; RTS, 2014; WHITE; BEJON; OLOTU; GRIFFIN et al., 2013; WHITE;
VERITY; GRIFFIN; ASANTE et al., 2015).

Durante os ensaios clinicos de fase lla com individuos voluntarios de areas nao
endémicas desafiados com picadas de mosquitos infectados com P. falciparum, foi
possivel constatar um taxa de protecédo que variou de 32 a 50% (KESTER; MCKINNEY;
TORNIEPORTH; OCKENHOUSE et al., 2007). Investigagdes sobre a correlacdo entre a
vacinagao e a resposta protetora indicam uma alta correlagdo com os elevados titulos de
anticorpos IgG circulantes contra os repeats da regido central da CSP (WHITE; BEJON,;
OLOTU; GRIFFIN et al., 2013). Ja em ensaios de fase Ill com criancas africanas, que
viviam em &reas endémicas, a formulacdo vacinal RTS,S em combinacdo com o
adjuvante AS01 (composto pelos imunoestimulantes monofosforil lipidio A (MPL) e
saponina QS21 purificada de Quillaja saponaria) demonstrou uma eficacia de 49,5%,
entre agquelas na faixa etéria de 5-17 meses de idade, e de 30,1%, entre aquelas na faixa
etaria de 6-12 semanas de idade (RTS; AGNANDJI; LELL; FERNANDES et al., 2012;
VANDOOLAEGHE; SCHUERMAN, 2016). Atualmente a RTS,S encontra-se em um
projeto piloto de implementac&o em 3 paises da Africa (ADEPOJU, 2019).

Em relacdo ao desenvolvimento de vacina contra P. vivax, a formulacdo em
estagio mais avancado de testes € a VMP0O1, onde a mesma foi finalizada apos a
conclusdo do estudo clinico de fase I/lla (BENNETT; YADAVA; TOSH;
SATTABONGKOT et al.,, 2016). Esta formulacdo também foi desenvolvida pela
Glaxo Smith Kline em parceria com a Walter Reed Army Institute of Research (BELL,;
WOOD; BANSAL; RAGAB et al., 2009). Em sua composi¢ao sao utilizadas proteinas
recombinantes que representam as duas variantes da CSP de P. vivax mais

prevalentes, que sdo VK210 e VK247 (ambas contendo as regides N- e C-terminais),
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e utiliza a bactéria E. coli como sistema de expressao (YADAVA; SATTABONGKOT;
WASHINGTON; WARE et al., 2007). Em estudo preliminares em camundongos a
VMPOQO1 foi testada utilizando o Montanide® ISA 720 como adjuvante. Entretanto,
apesar de apresentar uma boa resposta em relacdo aos titulos de anticorpos em
ensaios posteriores, a mesma foi substituida pelo adjuvante AS01
(VANLOUBBEECK; PICHYANGKUL; BAYAT; YONGVANITCHIT et al., 2013;
YADAVA; NURMUKHAMBETOVA; PICHUGIN; LUMSDEN, 2012). Até o momento
essa formulacdo mostrou-se uma boa candidata, apesar de nao induzir protecao
estéril, o tempo de parasitemia teve um atraso de dois dias em 59% os individuos
vacinados, quando comparado ao grupo controle (BENNETT; YADAVA; TOSH,;
SATTABONGKOT et al., 2016).

Um dos fatores que contribuem para a dificuldade no desenvolvimento de
vacinas contra malara vivax sao relacionados a biologia do proprio parasito. O
isolamento e identificacdo de espécies e posteriormente o cultivo do parasito em
cultura celular, sdo os principais desafios in vitro, ja que na fase pré-eritrocitica o
maior obstaculo é a impossibilidade de avaliar a formagdo de hipnozoitos em
culturas de hepatdcitos (NOULIN; BORLON; VAN DEN ABBEELE; D'ALESSANDRO
et al., 2013; UDOMSANGPETCH; KANEKO; CHOTIVANICH; SATTABONGKOT,
2008). J4 no estagio sanguineo, o problema se da uma vez que o parasito infecta
apenas reticuldcitos, fazendo com que a manutencdo das culturas celulares seja
bastante complexa e trabalhosa (NOULIN; BORLON; VAN DEN ABBEELE;
D'ALESSANDRO et al., 2013). Como o P. vivax nao infecta roedores, testes in vivo
somente poderiam ser realizados em macacos, ainda assim, para impulsionar o
desenvolvimento dos parasitos, estes animais devem ser esplenectomizados,
entrando em um embate ético, além de n&o fornecer dados robustos (BUTCHER,
2005; GALINSKI; BARNWELL, 2008; WYLER; MILLER; SCHMIDT, 1977). Dessa
forma, a estratégia que melhor permite estudar potenciais vacinas contra malaria
vivax, baseia-se na utilizacdo de parasitos transgénicos, que expressam proteinas
de P. vivax (OTHMAN; MARIN-MOGOLLON; SALMAN; FRANKE-FAYARD et al.,
2017). A utilizacdo do P. berghei se mostrou uma estratégia interessante, onde
Espinosa e colaboradores (2013), através de técnicas moleculares, fizeram a
substituicdo da proteina CS P. berghei, pela de P. vivax (ESPINOSA; YADAVA;
ANGOV; MAURIZIO et al., 2013). Estes parasitos quiméricos vém sendo aplicados
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como uma das alternativas em estudo pré-clinicos de novas vacinas, porém, ha uma
limitacdo importante nesta estratégia: a dificuldade em se desenvolver parasitos que
expressem multiplos antigenos em diferentes estagios, tornando as possibilidades
de avaliagbes limitadas (ESPINOSA; YADAVA; ANGOV; MAURIZIO et al., 2013;
OTHMAN; MARIN-MOGOLLON; SALMAN; FRANKE-FAYARD et al., 2017).

1.8. Contribui¢cdes de nosso grupo para o desenvolvimento de vacina contra a
forma pré-eritrocitica de P. vivax.

Baseados nas evidéncias da existéncia de variantes alélicas da CSP de P.
vivax (PvCSP) e dos resultados favoraveis da vacina RTS,S, TEIXEIRA e
colaboradores (2014) geraram 3 proteinas recombinantes, representando cada uma
das variantes da proteina CS de P. vivax, bem como uma proteina quimérica
contendo os 3 alelos fusionados, além de dois adenovirus recombinantes; um
adenovirus humano do sorotipo 5 (AdHu5), outro de chimpanzés do sorotipo 68
(AdC68), ambos deficientes de replicacdo e codificando a proteina CS contendo as
regibes N- e C-terminal e as trés variantes alélicas. Inicialmente, para a expressao
destas proteinas o0 nosso grupo empregou um sistema bacteriano de expressdo
(Escherichia coli). Camundongos da linhagem C57BL/6 foram submetidos aos
protocolos de imunizacdo prime-boost homélogos ou heterélogos (proteinas e/ou
adenovirus) utilizando o Poly (I:C) como adjuvante. Todas as formula¢bes geraram
uma elevada resposta de anticorpos e também de longa duracdo, comparaveis aos
obtidos com a combinacdo dos adjuvantes ACF/AIF (adjuvantes completo e
incompleto de Freund). Outro achado, foi que os anticorpos contra a proteina
quimérica reconheceram epitopos contra as 3 variantes e foram capazes de
reconhecer a proteina nativa do parasito em ensaios de imunofluorescéncia. Apesar
de induzirem altos titulos de anticorpos, nao foi identificado resposta especifica por
células T a nenhuma das 4 construgdes, tanto por ELISPOT quanto por analise de
secrecédo de citocinas no sobrenadante de cultura (TEIXEIRA; TARARAM; LASARO;
CAMACHO et al., 2014).

Posteriormente, nosso grupo realizou as mesmas construgdes, porém
alterando o sistema de expresséo, desta vez utilizando a levedura Pichia pastoris

como microrganismo produtor. Esta plataforma de expressdo torna-se mais
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vantajosa em relacdo a utilizacdo de bactérias, pois possuem 0s seguintes
beneficios:
o Maior rendimento: estudos comparativos sugeriram que a expressao em
leveduras € aproximadamente 30% superior quando comparado a expressao
obtido em bactéria;
o Expressdo soluvel: leveduras podem gerar produtos solUveis enquanto que
para bactérias, na maior parte dos casos, tendem a formar corpos de incluséo;
o Livre de endotoxina, que € um problema grave no desenvolvimento de
vacinas e as técnicas utilizadas para a remocao destas encarecem 0O processo,
podendo torna-lo inviavel,
o ModificagBes pos-traducionais: diversas modificagdes pds-traducionais, como
glicosilacdo ou fosforilacdo, podem ser possivelmente introduzidas em proteinas
heter6logas (KASTILAN; BOES; SPIEGEL; VOEPEL et al., 2017; MACAULEY-
PATRICK; FAZENDA; MCNEIL; HARVEY, 2005; VERMA; BOLETI; GEORGE,
1998; WANG; JIANG; WANG, 2016).

A partir da utilizacdo dessa plataforma, em outro trabalho de nosso grupo,
Gimenez e colaboradores (2017) realizaram a comparacdo da imunogenicidade
induzida pela imunizacdo de camundongos C57BL/6 em um protocolo de prime-
boost homdlogo, utilizando as variantes alélicas da proteina PvCS expressas
separadamente e administradas na forma de “mix” ou utilizando essas variantes em
uma unica proteina, de forma fusionada. A essa construcdo quimérica foi dado o
nome de yPvCSP-Allct, uma vez que, além de conter todas as variantes alélicas,
também conservava a regido C-terminal. Em ambos os grupos (variantes expressas
individualmente ou variantes fusionadas) foi utilizado o Poly (I:C) como adjuvante.
Esse experimento concluiu que, uma vez que ambas formulacbes sdo capazes de
induzir altos titulos de anticorpos, com longa duracéo e sem diferencas entre elas, a
utilizacdo da yPvCSP-Allct pode ser empregada no lugar das variantes expressas
separadamente (GIMENEZ; LIMA; FRANCOSO; DENAPOLI et al., 2017).

Com isso em mente, a formulagdo contendo a proteina yPvCSP-Allct na
presenca do Poly (I:C) foi utilizada em um ensaio de desafio, com o objetivo de
avaliar seu efeito protetor. Nesse ensaio, esporozoitos transgénicos de P. berghei
ANKA expressando a variante VK210 de P. vivax foram utilizados como modelo
experimental em camundongos (ESPINOSA; YADAVA; ANGOV; MAURIZIO et al.,
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2013). Os resultados obtidos mostraram um efeito protetor estéril para 4/6
camundongos, e mesmo 0s animais parasitados, tiveram um diminuicdo na carga
parasitaria do figado de 20 vezes em relagdo ao grupo controle, comprovando assim
que a formulacdo avaliada possui grande potencial para ser submetida a ensaios
pré-clinicos (GIMENEZ; LIMA; FRANCOSO; DENAPOLI et al., 2017).

Mais recentemente, em outro trabalho de nosso grupo, Camargo e
colaboradores (2018) deram continuidade a esta estratégia, analisando a
imunogenicidade e efeito protetor de duas proteinas recombinantes expressas em P.
pastoris: a yPvCSP-Allr. (contendo as regides repetidas dos diferentes alelos da
proteina CS [VK210, VK 247 e P. vivax-like] flanqueadas pelas regides N- e C-
terminal) e a yPvCSP-Allct (também contendo as regides repetidas porem sendo
flanqueada apenas pela regidao C-terminal, testada anteriormente no trabalho
publicado por Gimenez e colaboradores). Entretanto, com o intuito de induzir uma
resposta mediada tanto por anticorpos quanto por células T, foram utilizados
adenovirus recombinantes deficiente de replicacdo (AdHu5 e AdC68) como vetor da
proteina PvCSP em um protocolo de prime-boost heter6logo, sendo o prime
composto pelos adenovirus recombinantes e o boost com as proteinas yPvCSP-AllrL
ou yPvCSP-Allct (DE CAMARGO; DE FREITAS; GIMENEZ; LIMA et al., 2018). Além
disso, dessa vez, camundongos C57BL/6 ou BALB/c foram imunizados empregando
o Poly (I:C) ou o Montanide ISA 720 como adjuvante. ApGs desafio desses animais
utilizando esporozoitos transgénicos de P. beghei ANKA expressando as variantes
VK210 ou VK247 da proteina CS de P. vivax foi constatado que, apesar de nenhuma
das formulacdes terem promovido protecdo esterilizante, foram obtidos atrasos
significativos no aumento da carga parasitaria dos grupos imunizados em relacao
aos grupos controle para todas as formulagdes testadas. De maneira geral, esses
achados demonstram que pode ser possivel obter uma vacina que seja capaz de
bloquear a infeccao pelo parasito (DE CAMARGO; DE FREITAS; GIMENEZ; LIMA et
al., 2018).

Seguindo a ordem cronoldgica das contribuicbes de nosso grupo no
desenvolvimento de uma vacina contra P. vivax, a proteina recombinante yPvCSP-
Allct, anteriormente estudada por Gimenez e colaboradores (2017), foi produzida
seguindo as normas de BLP (Boas Praticas de Laboratério) por uma empresa
especializada na area de biotecnologia. Mais recentemente, no ano de 2019, esta
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formulacdo passou por testes pré-clinicos, recebendo parecer positivo quanto sua
toxicidade e seguranca, dando um grande passo na confirmacdo de seu emprego

em ensaios clinicos (dados nao publicados).

1.9. Utilizac&o de particulas semelhantes a virus como carreadores de
antigenos vacinais.

A maior parte das vacinas licenciadas atualmente ainda sdo produzidas através de
métodos relativamente simples, que tem como objetivo reduzir a viruléncia. Isto inclui a
atenuacao do patdgeno ou fragmentacao e inativacdo através de substancias quimicas.
Todavia, apesar de apresentarem altas taxas de protecado, devido a inducéo de uma forte
resposta mediada por linfocitos B e T, os processos envolvidos na producdo destas
vacinas também as tornam menos seguras, uma vez que existe a possibilidade de
reversdo da atenuacdo ou incompleta inativacdo destes microrganismos (HAN, 2015;
KAECH; WHERRY; AHMED, 2002).

Com o advento da engenharia genética e profundo conhecimento da biologia dos
agentes infecciosos, uma nova geragdo de vacinas vem sendo empregadas utilizando
proteinas recombinantes (sendo classificadas também como vacinas de subunidades),
produzidas em uma gama enorme de microrganismos, que sao utilizados como sistemas
de expressao (por exemplo: leveduras, bactérias, células de mamiferos, células de inseto,
etc...) e que elevaram consideravelmente o nivel de seguranca de vacinas, uma vez que
nao possuem a capacidade de se replicaram e de causarem infeccoes (MCGHEE;
FUJIHASHI; XU-AMANO; JACKSON et al., 1993; OYSTON; ROBINSON, 2012).

As VLPs, vém sendo amplamente estudadas quanto a sua aplicagdo no universo
da vacinologia. Isso se deve ao fato de que as proteinas recombinantes por si s6 néo
estimulam uma potente resposta celular e humoral, sendo necesséria varias doses e
combinacédo de potentes adjuvantes para que a resposta desejada seja obtida (FRIETZE;
PEABODY; CHACKERIAN, 2016).

Estudos mostram que diversas proteinas virais possuem uma capacidade
intrinseca de “automontagem” em VLPs, devido as suas formas icosaédricas (CRISCI;
BARCENA; MONTOYA, 2012). Estas possuem a competéncia de se apresentarem como
um virus inteiro, entretanto, como ndo possuem material genético, ndo exercem a
habilidade de infectarem as células e se replicarem, sendo assim altamente seguras (LIU;

DAI; WANG; HU et al., 2016). Por serem semelhantes aos virus inteiros, em seu tamanho
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e forma, conseguem estimular fortemente a reposta imune mediada tanto por células B
guanto T, inclusive tendo efeito adjuvante (CIMICA; GALARZA, 2017). Adicionalmente,
VLPs podem ser usadas como plataformas de apresentacéo de antigenos heterdlogos,
esta estratégia pode alterar radicalmente a magnitude da resposta imune trazendo
beneficios significativos no aumento das taxas de protecdo de novas vacinas (CIMICA;
GALARZA, 2017; CRISCI; BARCENA; MONTOYA, 2012; LIU; DAI; WANG; HU et al.,
2016).

Como mostrado acima, esta foi a estratégia adotada na constru¢cdo da vacina
RTS,S, e quem sem duvidas contribuiu de maneira crucial para o sucesso do projeto. As
vantagens das VLPs, sdo amplamente conhecidas e tornam sua utilizacdo atrativa,
todavia, ja foram relatados dificuldades técnicas no uso desta estratégia, como:
baixo rendimento, necessidade de metodologias de purificagdo mais elaboradas e
baixa estabilidade durante armazenamento (DAI; WANG; DENG, 2018), além da
possibilidade de geracdo de resposta imune de memoria contra oS componentes
virais (SEKALY, 2008)

Portanto, tendo em mente estas potenciais desvantagens, neste projeto
procuramos superar estas questbes através da fusdo da proteina CS com uma
proteina viral de nucleo, e ndo com uma proteina da superficie (caracteristica das
VLPs). Para isso, utilizamos a proteina do nucleocapsideo (NP) do virus da
caxumba, isto porque esta proteina possui a capacidade de formar particulas
estaveis semelhantes ao nucleocapsideo (NLP, do inglés “Nucleo Like Particle”)
gquando empregando a levedura P. pastoris como sistema de expressao
(SLIBINSKAS; ZVIRBLIENE; GEDVILAITE; SAMUEL et al., 2003). Vale ressaltar
que a soroprevaléncia para esta proteina viral é baixa em individuos imunizados
com a vacina contra caxumba (ALLWINN; ZEIDLER; STEINHAGEN; ROHWADER et
al., 2011).

Acreditamos entdo que, com esta abordagem, podemos potencializar a
resposta imune das formulagdes vacinais desenvolvidas, sem que haja prejuizos na
geracdo de anticorpos especificos contra o antigeno PvCSP, quando empregado
uma proteina viral como sistema de entrega.

Ao final deste projeto esperamos ter definidos os protocolos de vacinagdes
experimentais que possam servir como base para futuras avaliagbes pré-clinicas nos

testes de uma vacina universal contra a malaria causada pelo P. vivax.
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2. OBJETIVOS

No presente projeto, foi nosso objetivo global desenvolver novas formulagdes
vacinais visando a geracao de uma resposta imune efetiva contra todas as variantes do
P. vivax. Para tal, utlizamos proteinas recombinantes expressando a Proteina
Circumsporozoita de P. vivax para testes de imunogenicidade e protecdo em

camundongos.

Objetivos especificos:
1) Expresséo, purificacdo e caracterizacdo de duas proteinas recombinantes expressas
em P. pastoris contendo as trés regides repetidas da proteina CS de P. vivax em fuséo

com a nucleocapsideo do virus da caxumba como Nucleo like particles (NLP);

2)Andlise do efeito comparativo da imunogenicidade em camundongos isogénicos
C57BL/6 utilizando as NLPs na presenca dos adjuvantes Montanide ISA 720 ou Poly

(I:C), através de ensaios de ELISA.

3) Utilizacdo das proteinas recombinantes em protocolos de vacinacdo do tipo homdlogo
(proteina/proteina) em camundongos isogénicos C57BL/6 para andlise da imunidade
protetora apds o desafio com parasitos P. berghei expressando as proteinas CS de P.

vivax.
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3.MATERIAIS E METODOS
3.1. Sequéncias das proteinas recombinantes

As sequéncias de nucleotideos codificando para a as proteinas recombinantes
foram sintetizadas com otimizacdo de codon para a expressdo em P. pastoris pela
empresa GenScript. Nas proteinas da fusdo com NLP, um linker de 7 aminoacidos
(GAAGAGA) foi introduzido entre os genes da nucleocapsideo do virus da caxumba (NP)
e 0s repeats das variantes alélicas de PvCSP.

A proteina NLP-CSPcrt possui a Regido | (N-terminal), sequéncias representativas
das trés variantes de repeticdes de aminoacidos (VK210, VK247 e P. vivax-like) e o
dominio C-terminal da proteina CSP. A proteina NLP-CSPr representa apenas a Regiao |
(N-terminal) e as variantes de repeticdes da proteina CSP. Todas as proteinas possuem
uma cauda de hexa-Histidina para possibilitar a posterior purificacdo por cromatografia de
afinidade em resina de Niquel.

Abaixo as sequéncias das proteinas e polipeptideos recombinantes utilizados
neste trabalho (Repeticbes de VK210 realcado em amarelo, VK247 em verde, P. vivax-
like em azul, linker de 7 aminoacidos em cinza, e a sequéncia da nucleocapsideo do virus

da caxumba em rosa e a representacéo grafica das mesmas (Figura 7)
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NLP-CSPcr
MSSVLKAFERFTIEQELQDRGEEGAIPPETLKSAVKVFVINTPNPTTRYQMLNFCLRIICS
QNARASHRVGALITLFSLPSAGMQNHIRLADRSPEAQIERCEIDGFEPGTYRLIPNARAN
LTANEIAAYALLADDLPPTINNGTPYVHADVEGQPCDEIEQFLDRCYSVLIQAWVMVCK
CMTAYDQPAGSADRRFAKYQQQGRLEARYMLQPEAQRLIQTAIRKSLVVRQYLTFELQ
LARRQGLLSNRYYAMVGDIGKYIENSGLTAFFLTLKYALGTKWSPLSLAAFTGELTKLRS
LMMLYRDLGEQARYLALLEAPQIMDFAPGGYPLIFSYAMGVGTVLDVQMRNYTYARPF
LNGYYFQIGVETARRQQGTVDNRVADDLGLTPEQRTEVTQLVDRLARGRGAGIPGGP
VNPFVPPVQQQQPAAVYEDIPALEESDDDDNEDGGAGFQNGAQAPAARQGGQNDFR
VQPLQDPIQAQLFMPLYPQVSNIPNHQNHQINRIGGMEHQDLLRYNENGDSQQDARG
EHGNTFPNNPNQNAQSQVGDWDEGAAGAGAPRENKLKQPGPGDRADGQPAGDRA
DGQPAGDRAAGQPAGDRAAGQPAGDRADGQPAGDRADGQPAGDRADAPGANQEG
GAAAPGANQEGGAAAPGANQEGGAAAAPGANQEGGAAAPGANQEGGAAAPGANQE
GGAAAANGAGNQPGANGAGNQPGANGAGNQPGANGAGNQPGANGAGNQPGDRAA
GQAAGGNAGGQGQNNEGANAPNEKSVKEYLDKVRATVGTEWTPCSVTCGVGVRVR
RRVNAANKKPEDLTLNDLETDVCTHHHHHH*

NLP-CSPr
MSSVLKAFERFTIEQELQDRGEEGAIPPETLKSAVKVFVINTPNPTTRYQMLNFCLRIICS
QNARASHRVGALITLFSLPSAGMQNHIRLADRSPEAQIERCEIDGFEPGTYRLIPNARAN
LTANEIAAYALLADDLPPTINNGTPYVHADVEGQPCDEIEQFLDRCYSVLIQAWVMVCK
CMTAYDQPAGSADRRFAKYQQQGRLEARYMLQPEAQRLIQTAIRKSLVVRQYLTFELQ
LARRQGLLSNRYYAMVGDIGKYIENSGLTAFFLTLKYALGTKWSPLSLAAFTGELTKLRS
LMMLYRDLGEQARYLALLEAPQIMDFAPGGYPLIFSYAMGVGTVLDVQMRNYTYARPF
LNGYYFQIGVETARRQQGTVDNRVADDLGLTPEQRTEVTQLVDRLARGRGAGIPGGP
VNPFVPPVQQQQPAAVYEDIPALEESDDDDNEDGGAGFQNGAQAPAARQGGQNDFR
VQPLQDPIQAQLFMPLYPQVSNIPNHQNHQINRIGGMEHQDLLRYNENGDSQQDARG
EHGNTFPNNPNQNAQSQVGDWDEGAAGAGAPRENKLKQPGPGDRADGQPAGDRA
DGQPAGDRAAGQPAGDRAAGQPAGDRADGQPAGDRADGQPAGDRADAPGANQEG
GAAAPGANQEGGAAAPGANQEGGAAAAPGANQEGGAAAPGANQEGGAAAPGANQE

NLP-CSP

His-tag

Caxumba-nucleocapsideo = VK210 like C-term
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NLP-CSPg

Caxumba-nucleocapsideo o= VK210 like

His-tag




GGAAAANGAGNQPGANGAGNQPGANGAGNQPGANGAGNQPGANGAGNQPGHHH
HHH*

Figura 7. Esquema representativo das proteinas NLP-CSPcr e NLP-CSPr. Em roxo a sequéncia da
proteina de nucleocapsideo do virus da caxumba, em amarelo a sequéncia da variante de VK210, em
azul de P. vivax-like, em verde de VK247 e em cinza a regidao C-terminal, ambos pertencentes a
proteina CS de P. vivax.

3.2. Obtencéao de leveduras P. pastoris transformadas com os vetores de
expressdo para as proteinas recombinantes.

As sequéncias acima descritas estao clonadas dentro dos sitios de restricdo EcoRl
e Notl nos plasmideos pPIC9K (Invitrogen) para a expressao sob o controle do promotor
metanol indutivel AOX1. Leveduras da linhagem GS115 (Invitrogen, Life Technologies
Corporation USA Inc), foram transformadas por eletroporacdo com os plasmidios
linearizados pelas enzimas Sall ou Bglll (New England Biolabs). As leveduras
transformadas foram cultivadas em placas de meio deficiente em histidina para a primeira
selecdo dos clones HIS+. A selecdo de clones com insercdes multiplas foi feita em placas
de YPD contendo geneticina (concentracdo final de 0.25 a 4.0 mg/ml). Os detalhes dos
meios e placas de cultura da levedura foram seguidos a partir do manual de usuério da

Invitrogen para P. pastoris.

3.3. Expresséo das proteinas recombinantes a partir da levedura P. pastoris.

Para a expressado das proteinas recombinantes, leveduras transformadas como
conforme item 3.2, foram cultivadas por 24 horas a 30°C, sob agitacdo constante (230
rpm), em 40-200 mL de meio contendo glicerol 3% (BMGY). Apds este periodo, as
células foram recolhidas por centrifugacdo, solubilizadas em 40-200 mL de meio
contendo 1,0% de metanol (BMMY) e cultivadas a 28°C, sob agitacdo constante (230
rpm). A inducao foi mantida pela adicdo diaria de metanol na concentracéao final de 1,0%
durante 72-96 horas de incubacao.

As células de clones foram removidas por centrifugacéo e os sobrenadantes foram
concentrados por filtragdo em membranas de 0,45 pum. Posteriormente, os sobrenadantes
das culturas contendo a proteina secretada foram dialisados contra o tampdo de

equilibrio.
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3.4. Purificacéo das proteinas recombinantes

As purificacdes das proteinas recombinantes envolvidas no projeto foram
realizadas em 2 etapas cromatograficas, 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 eluicdo ocorreu contra um gradiente de imidazol (15-400 mM, USB,
Affymetrix USA Inc., Santa Clara, CA) em tampao fosfato-cloreto [(20 mM NaH2PO4
(Synth, Labsynth Produtos para Laboratérios BRA Ltda.), 20 mM Na2HPO4 (Synth,
Labsynth Produtos para Laboratérios BRA Ltda.), 0,5 M NaCl (Synth, Labsynth
Produtos para Laboratérios BRA Ltda.)], pH=6,0.

As fragBes contendo as proteinas recombinantes, 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). ApOs a didlise, as proteinas
foram filtradas (0,45 um) e submetidas 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 eluigdo das proteinas ocorreu com um gradiente linear
de 0 a 1 M de NaCl em relacdo ao tampao 20 mM Tris-HCI (Invitrogen, Life
Technologies Corporation USA Inc.). As fracdes contendo a proteina recombinante
quimérica foram entdo dialisadas contra tampéo fosfato-salino (PBS, do inglés
phosphate-buffered saline) (8 mM NaH2PO4, 2,3 mM Na2HPO4, 130 mM NacCl,
pH=7,4) overnight, sob constante agitacao, a 4°C.

A determinacdo da concentracdo das proteinas foi realizada por anélise de
predicdo, utilizando o software ImageQuant™ TL versdo 8.1 (GE Healthcare USA
Inc.), aplicando como base comparativa uma curva de calibragdo com
concentracbes definidas de albumina de soro bovino (ASB, Invitrogen, Life

Technologies Corporation USA Inc.).

3.5. Eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de s6dio (SDS-
PAGE)

As eletroforeses foram realizadas de acordo com protocolos estabelecidos
pelo grupo. Os géis de empilhamento foram obtidos utilizando 3% de acrilamida/bis-
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acrilamida, a partir das solu¢gdes 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 sédio (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 solucdo final. Os géis de
separacdo foram obtidos utilizando 12% ou 15% de acrilamida/bis-acrilamida, a
partir de solu¢cdes 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 uL de TEMED para 9 mL de solugao final.

As eletroforeses foram realizadas a 140 V em solugéo tampéo Tris-glicina [35
mM SDS, 160 mM glicina (Synth, Labsynth Produtos para Laboratorios BRA Ltda.),
25 mM Tris-HCI]. Os géis foram corados em solucéo corante [1% (m/v) Coomassie
blue R250 (USB Affymetrix USA Inc.), 45% (v/v) metanol e 10% (v/v) &cido acético
(Synth, Labsynth Produtos para Laboratérios BRA Ltda.)] e descorados com solugéo
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.

3.6. Ensaio de Immunobloting

As proteinas recombinantes NLP-CSPct e NLP-CSPr 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 tampé&o
de transferéncia (160 mM glicina, 25 mM Tris e 20% (v/v) metanol) a 90 V por 30
minutos, utilizando o sistema de transferéncia semi-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% acido acético) para

confirmacédo da transferéncia, e em seguida foram incubadas por 16-18 horas, a
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4°C, em solucéo de blogueio [5% (m/v) leite em p6 desnatado (Molico®, Nestlé CHE
S.A., Vevey, VD), 2,5% (m/v) albumina sérica bovina em PBS].

Apés este periodo, as membranas foram incubadas por 1 hora a T.A., com 0s
anticorpos monoclonais primarios anti-PvCSP-VK210 (2F2) e anti-PvCSP-VK247
(2E10.E9) gerados pelo Dr. Alan Cochrane (dados néo publicados) ou anti-caxumba-
NP (7B10) (Abcam; Ab9880) na diluicdo de 1:2.000 (v/v) ou anticorpo policlonal anti-
P. vivax like na diluicdo de 1:2.000, (v/v), sob condi¢des reduzidas. Apés 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) na diluicdo de 1:3.000 em solucdo de bloqueio por 1 hora a
T.A. Apo6s 3 lavagens com PBS-T, a revelacdo 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 solugdes de revelacao e fixacado (Eastman Kodak USA Co., Rochester, NY).

3.7. Cromatografia liquida de alta performance em fase reversa (RP-HPLC) das
NLPs

As proteinas recombinantes NLP-CSPct e NLP-CSPr 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 Departamento de Analises Clinicas e Toxicologicas
da FCF/USP, no Laboratério de Toxinas e Produtos Naturais de Algas. Utilizou-se
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 eluigéo foi
monitorada com um detector de absorbancia UV-visivel (Shimadzu SPD M20A,
Shimadzu JPN Corp.) a 214 nm (GIMENEZ; LIMA; FRANCOSO; DENAPOLI et al.,
2017).
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3.8. Dicroismo Circular

Os ensaios de dicroismo circular (DC) foram realizados no
espectropolarimetro JASCO-J810 (Jasco ITA Corp., Milano, MI) equipado com um
sistema de controle de temperatura continuo da Central Analitica (CA) da Faculdade
de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Séao Paulo (Sado Paulo, SP, Brasil).
As proteinas recombinantes NLP-CSPct e NLP-CSPr, acondicionadas em uma
cubeta de quartzo de 5 mm, sofreram 8 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. Os espectros foram corrigidos subtraindo o
sinal do tampao (PBS) e a elipticidade molar (0) foi calculada para predicdo das
estruturas secundéarias das proteinas recombinantes utilizando o software CDNN
Secundary Structure Analysis (Applied Photophysics GBR Ltd., Leatherhead, SU).

3.9. Microscopia eletrénica de varredura

As amostras foram diluidas para a concentracdo de 2 ug, e as mesmas foram
depositadas em grades de microscopia eletrbnica revestidas com Formvar-carbono
(EMS # FCFT200-Cu). As grades foram cobertas e as amostram foram absorvidas
por 20 minutos em um ambiente seco. O volume de 100 uL de &gua destilada foi
colocada em uma folha de parafilme, entédo as grades com o lado da membrana para
baixo foram colocadas por 2 minutos para lavar, em seguida, as grades foram
transferidas para 100 pL de 50% de glutaraldeido 1% (Sigma-Aldrich # G5882) por 5
minutos e novamente para a gota de agua destilada por 2 minutos. Este passo foi
repetido sete vezes. Para contrastar, as grades foram colocadas em 50 uL de 4% de
acetato de uranila (EMS, # 22400) por 7 minutos e examinadas no dia seguinte em
microscopia eletrdnica de transmissédo, utilizando o microscopio Tecnai FEI G20 a
200 kV no Centro de Microscopia do Departamento de Desenvolvimento e Biologia
Celular do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de S&o Paulo, sob

supervisao do Professor li Sei Watanabe.

3.10.Imunizagéo de camundongos
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A fim de determinar qual a melhor formulacéo de antigenos a ser utilizada, fizemos
uma comparacdo da resposta imune contra diferentes proteinas recombinantes apos
imuniza¢des combinadas. Camundongos fémeas C57BL/6, de 6 a 8 semanas de vida,
foram imunizados s.c. com 10 pg de cada proteina recombinante/dose/animal, conforme
esquema apresentado na figura 8. Estes protocolos foram aprovados pela Comisséao de
Etica para Uso de Animais (CEUA) da FCF-USP (CEUA/FCF 74.2016-P531). As

tabelas a seguir descrevem o esquema de imuniza¢ao adotado para cada experimento.

1’ Dose 22 Dose 32 Dose
Dias 0 13 14 27 28 42 72 102
| ! | ! | ! ] ! |
& é ') 'Y )
ELISA

Figura 8. Esquema de imunizagdo e coleta de soro para analise.

Tabela 1. Prime-boost homologo utilizando as proteinas NLP-CSPct e NLP-CSPr €
Poly (I:C) como adjuvante

Boost (2x) N° (Animais) Dose/animal
Gl Poly (I:C) Poly (I:C) 6 50 ug
G2 NLP-CSPct NLP-CSPcr 6 10 ug
G3 NLP-CSPg NLP-CSPg 6 10 ug

Tabela 2. Prime-boost homadlogo utilizando as proteinas NLP-CSPct e NLP-CSPr €
Montanide ISA 720 como adjuvante

Boost (2x) . Dose/animal
Gl Montanide ISA 720 Montanide ISA 720 6 3:7 (vIv)
G2 | VLP-PVCScr VLP-PvCScr 6 10 pg
G3 | VLP-PVCSgepeats VLP-PVCSrepeats 6 10 pg

3.11. Dosagem de anticorpos IgG, especificidade e isotipos de IgG induzidos
pelas imunizagdes experimentais em camundongos.

Para a determinacéo dos titulos de anticorpos contra as proteinas homologas
ou contra as variantes alélicas (especificidade), placas de 96 pocos modelo high
binding costar 3590 (Corning, Sigma-Aldrich USA Co. LLC, St Louis, MO) foram
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sensibilizadas com 200 ng da proteina homologa NLP-CSPct ou NLP-CSPk, as FIiC-
PvCSP-repeats (LEAL; CAMACHO; TEIXEIRA; BARGIERI et al.,, 2013) (VK210,
VK247 ou P. vivax-like) ou a proteina NP-caxumba (Abcam; ab74560), em tampé&o
carbonato-bicarbonato [Na2COs (0,01 M), NaHCOs (0,03 M), (pH=9,6)]. Essas
concentracbes 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 uL/poco de solugéo leite-PBS [leite desnatado
(5%) (m/v) e PBS, (pH=7,4)], por 2 horas a 37°C, para bloqueio dos sitios
inespecificos. O soro recolhido dos camundongos foi testado em diluicdes seriadas,
a partir de 1:100, em um volume de 50 pL, seguido por uma incubacao de 1 hora,
T.A. Apo6s 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 solucéo de bloqueio, 1 hora a T.A.,
com posterior lavagem com PBS-T por 3 vezes. A rea¢do enzimatica ocorreu pela
adicdo de 1 mg/mL de o-p-fenilenediamina (OPD, Sigma-Aldrich USA Co. LLC) e
0,1% (v/v) (Merck KGaA DEU Inc.])de H20:2 diluidos em tampéo fosfato-citrato [200
mM Na2HPOa4 (Synth, Labsynth Produtos para Laboratérios BRA Ltda.)], 218 mM
CeHsO7 (Synth, Labsynth Produtos para Laboratérios BRA Ltda.); pH=4,8-4,9,
interrompida pela adicdo de 50 yL de H2SO4 4N (Synth, Labsynth Produtos para
Laboratérios BRA Ltda.) e as DOag2 determinadas.

A deteccdo de anticorpos IgGl, 1gG2b, IgG2c e IgG3 nos camundongos
imunizados, foi realizada como descrito acima, exceto que o anticorpo secundario foi
substituido por anticorpos isotipo-especificos de camundongo (anti-lgG1, anti-IgG2a,
anti-lgG2b, anti-lgG2c e anti-lgG3) conjugados a peroxidase (Southern Technologies
USA Corp., Lake Charles, LA) em uma diluicdo de 1:3.000.

Os titulos de anticorpos especificos foram definidos como a maior diluicdo
com uma DOag2 superior a 0,1. Os resultados foram expressos como titulos de
anticorpos em log10 + erro padrao da média (SEM) (GIMENEZ; LIMA; FRANCOSO;
DENAPOLI et al., 2017).

34



3.12.ELISPOT de células B

O ensaio de ELISPOT foi realizado para enumeracéo de células secretoras de
IgG especificas e totais. Para o coating foram utilizadas placas de ELISPOT
(Millipore  MSHAN4B50). Inicialmente, 1 pg/mL de cada uma das proteinas
recombinantes separadamente [yPvCSP-AIICT, NLP-CSPCT, FIliC-VK210, FIiC-
VK247, FliC-Pv-like No repeats (que contém somente as regides N e C-terminal da
proteina CS) ou NP-Caxumba (que contém somente o nucleocapsideo do virus da
caxumba) e para enumeracao de células secretoras de IgG totais, foi utilizado um
anticorpo IgM de captura (Jackson ImmunoResearch)] as placas foram incubadas
overnight a 4°C. No dia seguinte as mesmas foram lavadas 4 vezes com PBS-T 1X -
0,05% Tween 20 (PBS - 0,05%T20) e 4 vezes com PBS. Em seguida, bloqueadas
por 2 horas com meio de cultura RPMI-10%FBS. Depois do bloqueio, o meio de
cultura foi removido das placas e cerca de 5x10° de esplenécitos e células da
medula 6ssea foram isolados, contados e plaqueados em diluicdes de 3 vezes em
série em meio R10. As placas ELISPOT foram incubadas por periodo overnight a
37°C em estufa de 5% de CO:2. Depois, as células foram removidas por inversao e
as placas lavadas 4 vezes com solucdo de PBS-T. Depois, uma solucdo de
anticorpos secundarios biotinilados anti-lgG (Jackson ImmunoResearch) de
camundongos, diluidos 1:1.000 em solucédo de PBS - 0,05% Tween 20 - 2% FBS,
foram incubadas individualmente por 90 minutos, a temperatura ambiente, no
escuro. Em seguida, as placas foram lavadas novamente por 4 vezes com solugao
PBS - 0,05%T20 por 4 vezes e uma solucédo de Avidin D - HRP (Vector labs), diluida
1:3.000 em PBS - 0,05% Tween 20 - 2% FBS, foi adicionada. A incubacdo com
Avidin foi realizada por 2 horas a temperatura ambiente, no escuro. As placas foram
lavadas, novamente, por 4 vezes com solucdo PBS-T e 4 vezes com solucdo PBS.
Por fim, o ensaio foi revelado a partir da adicdo do substrato filtrado 3-amino 9-
etilcarbazol (AEC - BD™ ELISPOT cat 551951) as placas. Apos revelagao, todos os
pocos foram lavados com agua corrente e as placas, secas e mantidas no escuro
até obtencédo das imagens de cada poco através do leitor automatizado AID ISPOT
(AID — Autoimunn Diagnostika GmbH, Alemanha) (FABRIS; NUNES; SCHUCH; DE
PAULA-SILVA et al., 2020).
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3.13. Desafio utilizando parasitos transgénicos
3.13.1. Parasitos, camundongos e mosquitos

Utilizamos esporozoitos (SPZ) do P. berghei ANKA expressando 0s repeats
VK210 da proteina CSP de P. vivax (Pb/PvVK210), conforme descrito (YADAVA;
SATTABONGKOT; WASHINGTON; WARE et al, 2007). Os camundongos
C57BL/6JRj foram adquiridos na Janvier Labs. Todas os experimentos com animais
foram aprovados pelo Comité de Cuidado e Uso de Animais do Institut Pasteur
(CETEA Institut Pasteur 2013-0093, Ministére de I'Enseignement Supérieur et de la
Recherche MESR 01324) e foram realizados de acordo com as diretrizes e
regulamentos europeus (directive 2010/63/EU). Para todos os testes, fémeas de 6 a
8 semanas foram usadas e alocadas aleatoriamente em gaiolas. Dois experimentos
independentes de imunizacéo/desafio foram realizados usando 7 animais por grupo.

Mosquitos Anopheles stephensi (linhagem SDA500) foram criados no Centro
de Producdo e Infeccdo de Andfeles (CEPIA) no Institut Pasteur usando
procedimentos padrdo. Para a producdo Plasmodium spp. SPZs, mosquitos foram
alimentados com sangue de camundongos RjOrl:SWISS infectados, 1-2 dias apés a
eclosdo e mantidos em camara umidificada a 21°C. Uma semana apoés a infeccao,
0s mosquitos infectados com Pb/PvVK210 foram alimentados novamente com
sangue de camundongos RjOrl:SWISS naive. Para as inje¢cdes na planta do pé,
foram coletadas Pb/PvVK210 SPZs das glandulas salivares infectadas 21-28 dias
apos a ultima alimentacdo dos mosquitos (ALIPRANDINI; TAVARES; PANATIERI;
THIBERGE et al., 2018).

3.13.2. Desafio com os esporozoitos

Os SPZs transgénicos Pb/PvVK210 foram mantidos em mosquitos fémeas de
Anopheles stephensi, como descrito acima. O numero total de SPZs foi determinado
usando uma lamina de vidro Kova e 5.000 SPZs em 1uL de PBS foram
microinjetados intradérmicamente na base da pata dos camundongos, usando uma
seringa NanoFil (World Precision Instruments).

A parasitemia foi determinada por citometria de fluxo, uma vez que o0s
parasitos trangenicos expressam a proteina verde fluorescente (GFP do inglés green
fluorescent protein) e realizada do dia 4 ao dia 10 ap6s o desafio, onde 200.000

eritrocitos foram examinados para cada amostra. A analise quantitativa das
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hemacias parasitadas foi determinada usando o log da parasitemia no dia 5 apés a
infeccdo, quando os parasitos no sangue ainda estao crescendo exponencialmente
(ALIPRANDINI; TAVARES; PANATIERI; THIBERGE et al., 2018). O Teste ANOVA,
seguido do teste Tukey, foram aplicados. As diferencas foram consideradas

estatisticamente significantes quando P <0,05.

3.14.Sorologia contra o virus da caxumba

Para a determinacdo da sorologia contra o virus da caxumba, as amostras
foram divididas em dois grupos. O primeiro sdo individuos que vivem em areas
endémicas para P. vivax, e 0 segundo sdo individuos que vivem em area nao
endémica e que sabidamente foram imunizados com a vacina contra caxumba.
Primeiramente selecionamos pacientes néo infectados e sabidamente imunizados
com a vacina triplice viral ou que foram infectados naturalmente pelo virus da
caxumba (12 pacientes de Sao Paulo), pacientes nado infectados com P. vivax no
momento da coleta, de areas endémicas (8 pacientes de Macapa, 32 de Belém) e
pacientes infectados com P. vivax no momento da coleta de areas endémicas (16 de
Porto Velho/Macapa e 24 de Goianésia).

O teste ELISA foi executado utilizando o kit Euroimmun (cod. EI12630-9601-G

Caxumba — 1gG), de acordo com as instrucdes do fabricante.

4.RESULTADOS
4.1. Expresséo e purificacdo das proteinas NLP-CSPct e NLP-CSPr.

O objetivo desta etapa foi a expressdo e purificacdo das proteinas NLP-
CSPct e NLP-CSPr com a finalidade de serem utilizadas nos protocolos de
imunizacao.

A figura 9 demonstra o resultado da expressao das proteinas NLP-CSPcr e
NLP-CSPr em meio BMGY (meio repressor) e BMMY (meio indutor), no
sobrenadante da cultura, no decorrer de 72 horas com suplementacédo de 1% de
metanol a cada 24 horas.
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Figura 9. Curva representativa da expresséo da proteina NLP-CSPcr. A andlise por SDS-PAGE
referente a expressdo da NLP-CSPcr em P. pastoris foi feita sob condi¢cdes redutoras em gel de
poliacrilamida a 12%. As letras A, B, C representam o processo de expressdo da proteina NLP-
CSPcrt, nos tempos de 24h, 48h e 72h respectivamente, apos a indugcdo com metanol a 1% (v/v). PM
representa o marcador de massa molecular.

Como é possivel observar, ap6s 72 horas de processo, o nivel de expressao
foi satisfatorio, apresentando bom rendimento de cada proteina. As referidas
proteinas possuem padrdo de migracdo de massa molecular entre 50-55kDa, ndo
apresentaram degradacdo visivel. Assim, utilizamos os sobrenadantes para as

etapas de purificagcao.

4.2. Purificacdo das proteinas NLP-CSPcte NLP-CSPr

Aplicamos estas duas metodologias de purificagdo com a finalidade de se
obter proteinas no mais alto grau de pureza, para que assim, as mesmas possam
ser utilizadas nas proximas etapas do projeto.

Os cromatogramas do processo de purificacdo estédo representados na Figura

10, apés a purificagdo por afinidade em coluna de niquel e por troca-idnica.
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Figura 10. Purificac8o das proteinas NLP-CSPcr e NLP-CSPr por cromatografia de afinidade e
troca-idnica. As figuras (A) e (B) representam os cromatogramas da purificagdo por afinidade das
proteinas NLP-CSPcr e NLP-CSPr respectivamente. As amostras foram injetadas em solucao de
equilibrio, contendo tampao fosfato 20 mM e NaCl 0,5 M e coletadas em solu¢do de eluicao,
contendo tampéo fosfato 20 mM, NaCl 0,5 M e imidazol 0,5 M. As figuras (C) e (D) representam as
mesmas proteinas que, posteriormente a cromatografia por afinidade, foram purificadas em
cromatografia de troca-ibnica. As amostras foram injetadas em tampéo Tris-HCI pH 8,0 20 mM e
eluidas em tampdao Tris-HCI 20 mM pH 8,0 e NaCl 50 mM. O eixo das abcissas representa o tempo
de corrida e as fracdes onde foram coletados os picos da amostra e no eixo das ordenadas esta
representado a intensidade de absorbancia do pico (mAU). As fracbes contendo os picos foram
coletadas e dialisadas em tampao Tris-HCI 20 mM (apés cromatografia por afinidade) ou PBS (apés
cromatografia por troca-ibnica) overnight.

Com as duas diferentes metodologias de purificagdo foi possivel obter as
proteinas em concentragdo e pureza adequadas para serem utilizadas nas etapas

de caracterizagéo biofisica e posteriormente nas imunizagdes experimentais.
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4.3. Caracterizacao biofisica das proteinas NLP-CSPct e NLP-CSPr.
4.3.1. Cromatografia liquida de alta eficiéncia

ApGs as etapas de purificagdo, as proteinas foram submetidas a avaliacéo
quanto a sua pureza através da cromatografia liquida de alta performance em fase
reversa (RP-HPLC), metodologia de alta sensibilidade, capaz de detectar
contaminantes presentas nas amostras, sejam eles provenientes de uma purificacao
de baixa eficiéncia ou produto de degradacdo das proteinas. Os cromatogramas
abaixo (Figura 11) representam a avaliacdo do grau de pureza de cada uma das

proteinas analisadas.
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Figura 11. Cromatogramas representativos obtidos por RP-HPLC das proteinas recombinantes
NLP-CSPcr e NLP-CSPgr. Cromatograma de RP-HPLC, utilizando um gradiente de eluicdo
combinando tampao “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. A figura (A) referente a proteina NLP-CSPcre
a figura (B) NLP-CSPr.

E possivel observar um pico majoritario em cada um dos cromatogramas,
concluindo que as amostras se encontram puras e sem produtos de degradacdes

em niveis detectaveis, demonstrando que as etapas de purificacao foram eficientes.

4.3.2. Immunoblotting

Os ensaios de immunoblotting também foram realizados apo6s a purificagdo
das proteinas NLP-CSPct e NLP-CSPr. Este ensaio possui como finalidade
confirmar que as proteinas foram expressas em sua integralidade, mostrando o
reconhecimento dos epitopos das mesmas por anticorpos monoclonais, como

apresentado na figura 12.
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Figura 12. Immunobloting em condi¢des redutoras das proteinas NLP-CSPct e NLP-CSPgr. As
proteinas NLP-CSPct e NLP-CSPr sdo representadas em todas as imagens nas linhas 1 e 2,
respectivamente. A figura representa o gel de SDS-PAGE a 12% em condi¢Bes redutoras (2ug de
carda proteina por poc¢o) onde MM significa massa moleucar e mostrando o padrao de migragéo entre
50-55 kDa. Os demais figuras representam as proteinas sendo reconhecidas por anticorpos
monoclonais anti-VK210 e anti-VK247, e NP-caxumba e pelo anticorpo policlonal anti-P. vivax-like no
ensaio de western blotting.

E possivel observar que as proteinas purificadas s@o reconhecidas por
anticorpos monoclonais (mAb) (mAb VK210 2F2 e mAb VK247 2E10.E9), assim
como por anticorpos policlonais anti-P. vivax-like (GIMENEZ; LIMA; FRANCOSO;
DENAPOLI et al., 2017) e por mAb anti-nucleocapsidio do virus da caxumba (mAb
7V10). Com este ensaio, concluimos que as proteinas além de puras, foram
expressas integralmente, como esperado, ndo ocorrendo perda de epitopos,
mantendo-se em conformacdo adequada para serem reconhecidas por anticorpos

monoclonais especificos.

4.3.3. Dicroismo circular

O Dicroismo circular ou CD (do inglés Circular Dichroism) é uma técnica
espectroscopica que tem como base a medida da absorbancia diferencial entre as
duas rotacoes de luz circularmente polarizada por uma molécula assimétrica.
Quando as proteinas interagem com a luz circularmente polarizada, provocam
uma altera¢do nessa luz incidente, produzindo um gréafico do comprimento de onda
(nm) pela variagédo 6tica em miligraus (mDeg). Como resultado final, obtemos

informacgdes cruciais da estrutura secundaria de uma proteina em solucéo.
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As leituras dos ensaios de dicroismo circular (Figura 13) foram obtidos de
cada amostra e deconvoluidos utilizando o programa CDNN Secundary Structure

Analysis para se obter os gréaficos apresentados abaixo.
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Figura 13. Espectro de dicroismo circular das proteinas NLP-CSPcr e NLP-CSPr. Os gréficos
foram plotados a partir da normalizagdo de 8 leituras acumulativas de cada proteina.

Os resultados mostraram bandas negativas proximo a regido de 222 e 208
nm, correspondente as proteinas que possuem estruturas randdémicas. As
percentagens estimadas de a-hélix, folhas B (antiparalelas, paralelas) e random coill
estimadas, encontram-se na tabela 3. Como avaliagdo final, as diferencas nos
padrbées dos espectros proximos de 200nm sugerem maior estabilidade da proteina
NLP-CSPcr.

Tabela 3. Composicado da estrutura secundaria das proteinas NLP-CSPct e NLP-
CSPr ap0s deconvolugéo.

a-hélices Folhas B Folhas 8 Ligacdes entre  Randbémicas
antiparalelas paralelas folhas
NLP-CSPcr 14,4 19,1 17,2 22,0 49,3

NLP-CSPxg 13,2 20,3 18,2 ‘ 22.4 ‘ 50,9

4.3.4. Microscopia eletrénica de transmisséao

A analise por microscopia eletronica de transmissao (MET) das proteinas NLP
purificadas, teve como objetivo confirmar de forma visual a formagéo das particulas
semelhantes as estruturas virais. Esta técnica é empregada na maioria dos trabalhos

gue envolvem o desenvolvimento de plataformas baseadas VLPs.
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Os resultados revelaram grandes quantidades de estruturas circulares, o que
mostrou algumas caracteristicas em comum com as VLPs. (Figura 14). Essas
estruturas circulares apareceram como formas flexiveis de 15-20 nm de diametro. A
formacdo de NLPs em sistemas de expressao utilizando leveduras ocorrem na
auséncia de outras proteinas virais, como descrito anteriormente (SLIBINSKAS;
ZVIRBLIENE; GEDVILAITE; SAMUEL et al., 2003).

NLP-CSP¢, NLP-CSPg

Figura 14. Caracterizagao das proteinas NLP-CSPcr ou NLP-CSPRr por MET. As proteinas NLP-
CSPcr e NLP-CSPr foram negativamente fixadas com 0,5% de acetato de uranila e vizualidos em
microscopio eletrénico de varredura. As flechas em vermelho apontam as estruturas observadas.

Com a somatoéria de todos os resultados das analises executadas para
realizar a caracterizacdo biofisica das proteinas NLP-CSPcr e NLP-CSPg,
concluimos que ambas estavam aptas a seguirem para as proximas etapas, onde

realizamos a caracterizacao imunoldgica das mesmas.

4.4. Caracterizacao imunolégica das proteinas NLP-CSPct e NLP-CSPr
4.4.1. Expressao das variantes alélicas VK210, VK247 e P. vivax like utilizadas
para o teste de ELISA.

Uma vez que o objetivo do grupo € a produgcdo de uma vacina universal
contra P. vivax, as proteinas NLP-CSPct e NLP-CSPr possuem as trés variantes
alélicas da proteina CSP predominantes no mundo, como descrito no item 1.5.
Portanto, com a finalidade de avaliar individualmente a resposta de anticorpos contra
cada variante alélica, as proteinas yPvCSP-VK210, yPvCSP-VK247 e yPvCSP-P.

vivax-like foram expressas e purificadas para que posteriormente fossem utilizadas
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no teste de ELISA. Os protocolos de expressdo destas proteinas ja foram
estabelecidos anteriormente por Gimenez e colaboradores (GIMENEZ; LIMA;
FRANCOSO; DENAPOLI et al., 2017)

A figura 15 representa os cromatogramas das etapas de purificagdo por
afinidade e o gel de SDS-PAGE a 12% mostrando cada proteina ao final do

processo.
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Figura 15. Cromatografia de troca-idnica - yPvCSP-VK210, yPvCSP-VK247 e yPvCSP-P. vivax-
like e eletroforese em gel de poliacrilamida a 12%. As figuras (A), (B) e (C) representam 0s
cromatogramas da purificacdo por cromatografia de afinidade das variantes yPvCSP-VK210,
yPVvCSP-VK247 e yPvCSP-P. vivax-like, respectivamente. As amostras foram injetadas em solucédo
de equilibrio contendo 20 mM de tampéo fosfato e 0,5 M de NaCl e foram coletadas em solucdo de
eluicdo contendo tampéo fosfato 20 mM, 0,5 M de NaCl e 0,5 M de imidazol. No eixo das abcissas
representa o tempo de corrida e as fracdes onde foram coletadas as amostras, no eixo das
ordenadas é representado a intensidade de absorbéncia do pico (mAU). As fracBes contendo o pico
foram coletadas e dialisadas em PBS overnight, para posteriormente serem quantificadas. A figura D
— representa o gel de SDS-PAGE 12% sob condi¢des redutoras corado com azul de coomassie. As
proteinas possuem massa molecular entre 45-55 kDa. Foram aplicados 2 ug de: (1) PM, (2) yPvCSP-
VK210, (3) yPvCSP-VK247 e (4) yPvCSP-P. vivax-Like
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Todas as trés proteinas foram obtidas com sucesso e em rendimento/pureza

de acordo com os padrfes estabelecidos, para aplicacdo nos ensaios de ELISA.

4.4.2. Avaliagao da resposta de anticorpos em camundongos imunizados com
NLP-CSPctou NLP-CSPr em esquema de imunizagédo prime-boost homélogo
na presenca do adjuvante Poly (I:C).

Com a finalidade de avaliar a imunogenicidade bem como a magnitude da
resposta imune mediada por anticorpos, as proteinas NLP-CSPct e NLP-CSPr
foram formuladas utilizando o Poly (I:C) como adjuvante, como descrito na tabela 1.
O Poly (I:C) é um anélogo sintético de uma dupla fita de RNA (dsRNA) que ativa a
via TLR3, RIG-I/MDAS5 e PKR, induzindo a ativacdo de diversas vias inflamatdrias,
incluindo NF-kB e IRF (APOSTOLICO JDE; LUNARDELLI; COIRADA; BOSCARDIN
et al.,, 2016; YAMAMOTO; SATO; HEMMI; HOSHINO et al., 2003; YU; LEVINE,
2011).

Os resultados estdo apresentados na figura 14, e os anticorpos foram
analisados individualmente contra cada alelo da PvCSP, apés 14 dias de cada uma
das trés doses administradas. A diferenca entre os titulos de anticorpos foi
estatisticamente calculada. Este experimento foi realizado em dois ensaios

independentes com a finalidade de confirmar os resultados obtidos.

45



A Anticorpos contra yPvCSP-VK210 B Anticorpos contra yPvCSP-VK247 C Anticorpos contra yPvCSP-P.vivax-like

ns

61 * 6 . 6 ns G1: Poly (I:C)
ne ns ns G2: NLP-CSP¢; + Poly (I:C)
ne B G3: NLP-CSPg + Poly (I:C)
0s ns 0s 9 I R
=] ] = a o -
au 5 = 8_5 5 ap x s 5 (]
84 Loy % () QL
= o S+ S ¥ @
Py -— c —~
5541 85 4l ) 55 44 '
TS = =y
° 8’ T O © 55
&= 2 L @ 8=
2 Q 34 ] 2 3-
D g % 31 ED o
= ° B
et : Ll w w 2-—'-—1—-—%
T T ¥ T T 2 T T T T 1 I 1 1 I

1
@ % P P P R ® @ @

052 405 a0 40 4052 405 205 a0%° A0% G B B B B B B & B 02 052 102 AP 152 A B? AcE? AGHP AH?
& rf° ap &% O rf° e &% & rfd o & ’\a605?360‘5:53005\@609??50??50%50%609%509 o & ,fé op 8% & ,fd np 06 & q?é np &

G1 G2 G3 o1 s s G1 G2 G3

Figura 16. Resposta de anticorpos em camundongos imunizados com NLP-CSPcr ou NLP-CSPg na presenga do adjuvante Poly (I:C). Os titulos de
anticorpos IgG contra as proteinas recombinantes representando cada alelo da PvCSP (A VK210, B VK247 e C P. vivax-like) foram analisados por ELISA.
Foram administradas 3 doses da formulag&o com intervalo de 14 dias entre cada uma. A concentragcdo do adjuvante Poly (I:C) foi de 50pg/dose/animal em
todos os grupos. Os grupos de camundongos foram imunizados com: (G1) Poly (I:C); (G2) NLP-CSPct (10ug/dose/camundongo) + Poly (I:C) e (G3) NLP-
CSPr (10ug/dose/camundongo) + Poly (I:C). Os resultados sdo expressos como os titulos da média aritmética de cada grupo em (log10 + SEM erro padrao
da média +SEM, do inglés standard error of the mean), e foram comparados estatisticamente com teste ANOVA seguido pelo Turkey test. Diferencas
significativas entre os grupos séo indicadas no gréafico: Onde ns (néo significativo) P> 0,05, *P<0,05.

E possivel constatar que as proteinas NLP-CSPct e NLP-CSPr, em repostas a ambas as variantes alélicas, geraram altos
titulos de anticorpos apés as trés doses administradas. Para a maioria das comparacfes realizadas ndo houve diferenca
estatistica, exceto quando comparado os titulos de anticorpos entre os grupos imunizados com a NLP-CSPcr e NLP-CSPr apoés a
terceira dose para a yPvCSP-VK-210 (P=0.0138) e yPvCSP-VK247 (P0.0300).
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4.4.3. Determinacéo da longevidade dos anticorpos anti-NLP-CSPcr e anti-NLP-CSPr empregando Poly (I:C) como
adjuvante.

A determinacdo da longevidade da resposta imune foi analisada a partir do experimento executado no item 4.4.2 onde o
mesmo foi conduzido até o 102° dia, tendo como finalidade avaliar por quanto tempo os anticorpos se mantinham circulantes até o

inicio de seu decaimento.
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Figura 17. Avaliacdo da longevidade da resposta de anticorpos IgG em camundongos imunizados com as formulacdes contendo as proteinas
NLP-CSPct ou NLP-CSPRr na presenca do adjuvante Poly (I:C). Camundongos foram imunizados com 3 doses no intervalo de 14 dias cada. A longevidade
foi monitorada por 102 dias. Foram administradas 3 doses da formulagdo com intervalo de 14 dias entre cada uma. A concentragcdo do adjuvante Poly (I:C)
foi de 50ug/dose/animal em todos os grupos. Os grupos de camundongos foram imunizados com: (G1) Poly (I:C); (G2) NLP-CSPct (10ug/dose/camundongo)
+ Poly (I:C) e (G3) NLP-CSPr (10pg/dose/camundongo) + Poly (I:C).

Ao final do experimento foi possivel notar uma queda no titulo de anticorpos para ambas as formulagcdes e em resposta para

as diferentes variantes alélicas de PvCSP, contudo o mesmo ocorreu de forma gradativa, o que ja era esperado.

47



4.4.4. Avaliacdo daresposta de anticorpos em camundongos imunizados com NLP-CSPcrou NLP-CSPr em esquema de
imunizacao prime-boost homélogo emulsionado com o adjuvante Montanide ISA 720.

Assim como descrito no ensaio anterior, utilizando Poly (I:C), os mesmos parametros foram aplicados para este
experimento, porém utilizando o Montanide ISA 720 como adjuvante como descrito na Tabela 2 e os graficos com os titulos de

anticorpos contra cada variante representados na figura 18.
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Figura 18. Resposta de anticorpos em camundongos imunizados com NLP-CSPcr ou NLP-CSPr na presenca do adjuvante Montanide ISA 720. Os
titulos de anticorpos IgG contra as proteinas recombinantes representando cada alelo da PvCSP (A VK210, B VK247 e C P. vivax-like) foram analisados por
ELISA. Foram administradas 3 doses da formulacdo com intervalo de 14 dias entre cada uma. A concentracdo do adjuvante Montanide ISA 720 foi na
proporcdo de 7:3 adjuvante/proteina. Os grupos de camundongos foram imunizados com: (G1) Montanide ISA 720; (G2) NLP-CSPcr (10ug/dose/mouse) +
Montanide ISA 720 e (G3) NLP-CSPr (10pg/dose/mouse) + Montanide ISA 720. Os resultados séo expressos como os titulos da média aritmética de cada
grupo em (logl0 + SEM), e foram comparados estatisticamente com teste ANOVA seguido pelo Turkey test. Diferencas significativas entre os grupos sao
indicadas nos graficos: Onde ns (ndo significante) P> 0,05, ** P<0,01 e ***P<0,001.
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Neste ensaio os titulos de anticorpos foram notavelmente altos, onde os valores ja foram expressivos desde a primeira dose
administradas. Apds a terceira dose, o titulo de anticorpos atingiu aproximadamente Log 10x®. Para a maioria das comparacdes
realizadas ndo houve diferenca estatistica, exceto para a variante yPvCSP-VK210 (P=0.0006) e yPvCSP-VK247 (P=0.0043),
qguando comparados os titulos de anticorpos entre as proteinas NLP-CSPct e NLP-CSPR, ap6s a segunda dose. O experimento

também foi realizado em dois ensaios independentes.
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Titulo de anticorpos IgG

4.4.5. Determinacédo dalongevidade dos anticorpos IgG em camundongos imunizados com as formulacdes contendo as
proteinas, NLP-CSPct ou NLP-CSPR, emulsionadas com o adjuvante Montanide ISA 720.

O ensaio de longevidade também foi realizado para este experimento como observado na figura 19.
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Figura 19. Avaliagdo da longevidade da resposta de anticorpos IgG em camundongos imunizados com as formula¢gfes contendo as proteinas,
NLP-CSPct ou NLP-CSPr na presenca do adjuvante Montanide ISA 720. Camundongos foram imunizados com 3 doses no intervalo de 14 dias cada. A
longevidade foi monitorada por 102 dias. Foram administradas 3 doses da formula¢cdo com intervalo de 14 dias entre cada uma. A concentracdo do adjuvante
Montanide foi na propor¢édo de 70:30 adjuvante/proteina. Os grupos de camundongos foram imunizados com: (G1) Montanide ISA 720; (G2) NLP-CSPcr
(10pg/dose/mouse) + Montanide ISA 720 e (G3) NLP-CSPr (10pg/dose/mouse) + Montanide ISA 720.
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Os resultados foram similares paras as variantes VK210 e VK247, mantendo
o decaimento de maneira lenta e progressiva. Ja a variante P. vivax-like, teve uma
gueda mais proeminente em relacdo as demais.

Apesar dos altos titulos de anticorpos contra todas as variantes alélicas da
PvCSP, observamos duas potenciais implicancias na utilizacdo do Montanide ISA
720 para as proximas etapas deste estudo. A primeira € relacionada a questdes
farmacotécnicas, uma vez que o preparo da emulsdo exige certa destreza, pois a
fase oleosa precisa ser vigorosamente misturada com a fase aquosa, e apos
formulado a vacina precisa ser aplicada imediatamente, o que inviabilizaria a
producdo da vacina jA emulsionada com o adjuvante. O segundo potencial
impedimento, sdo as graves reacOes cutaneas observadas nos animais que
receberam este adjuvante. Todos os camundongos apresentaram lesdes severas,
semelhantes a necrose, no local da injecdo. Sem duvidas, este € um agravante em
sua aplicacédo para humanos.

A partir destas evidencias, as andlises subsequentes deste trabalho foram
direcionadas as proteinas formuladas com adjuvante Poly (I:C).

4.4.6. Avaliacdo da resposta de isotipos de IgG anti-NLP-CSPcr e anti-NLP-
CSPr

Os titulos das subclasses de IgG especificos para os alelos da PvCSP, foram
mensurados entre 0s grupos no 14° dia apds a terceira dose e a significAncia da
resposta foi avaliada.

Estas informacdes sao importantes e se fazem necesséarias para que
possamos elucidar o padrao de resposta gerada utilizando cada um dos antigenos.
A resposta medida por células Th1 (Th, do inglés “T helper”) estimula a ativagao de
células T citotoxicas e macrofagos, bem como estimulam a mudanca de classe de
anticorpos secretados por células B, sendo principal imunoglobulina a 1gG2c. Ja
respostas mediadas por células Th2 estimulam uma potente proliferacdo de células
B que geram anticorpos neutralizantes, sendo a IgGl a principal subclasse

produzida por esta célula.
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Em relacdo a resposta humoral em camundongos, a razdo IgG1l/lgG2c<1l
sugere uma resposta semelhante a Thl, enquanto a razédo 1gG1/IgG2c>1 representa
uma resposta semelhante a Th2. Assim, a figura 20 nos mostra como cada antigeno

estimulou o sistema imune baseado nas subclasses de 1gG.
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Figura 20. Andlise das subclasses de anticorpos (IgG) em camundongos imunizados com a
NLP-CSPcr € NLP-CSPg. (A) camundongos C57BL/6 foram imunizados s.c. com trés doses em
intervalos de 14 dias entre cada dose com as NLPs (10ug / dose) na presenca do adjuvante Poly
(I:C), de acordo com o0 esquema apresentado. (B) As subclasses de anticorpos contra cada NLP
foram analisadas e a razéo IgG1/lgG2c foi destacada abaixo do grafico. Todos os resultados séo
expressos como os titulos médios aritméticos de cada grupo em (logl0 + SEM) e foram comparados
estatisticamente usando One-Way ANOVA, seguida pelo Turkey test. As diferencas entre os grupos
séo indicadas no grafico onde *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 e ****P<0.0001.

As respostas contra a proteina NLP-CSPcr resultaram em maiores titulos de
IgG1 do que de IgG2c (razédo - 6.48 e P<0,0001), enquanto uma razao balanceada
entre IgG1 e IgG2c foi encontrada para a NLP-CSPr (razéo - 0.33 e P=0.0040).

Ao comparar os titulos de anticorpos de uma mesma subclasse, mas em

diferentes grupos, nés observamos um aumento significativo de IgG2b para o grupo
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dos animais imunizados com a proteina NLP-CSPr (P=0.0279) bem como de IgG2c
(P<0.0001).

Em um modelo animal de infec¢do por P. falciparum, um candidato a vacina
também induziu anticorpos anti-CSP do tipo IgG2 que estavam associados a
protecdo (SCHWENK; DEBOT; PORTER; NIKKI et al., 2014). Por outro lado, a
proteina NLP-CSPcr apresentou padrdo oposto, com predominancia de IgGl.
Assim, nossos dados sugerem que a presenca da regido C-terminal da PvCSP na
proteina NLP-CSPct pode alterar o tipo de subclasses de resposta de anticorpos

geradas, tendo como predominancia a subclasse IgG1.

4.4.7. Determinacédo da especificidade de anticorpos anti-NLP-CSPcr e anti-
NLP-CSPr.

O proximo passo para compreender melhor a resposta de anticorpos gerada
pela imunizacdo com as NLPs, foi avaliar contra quais regiées da proteina estavam
sendo direcionados os anticorpos.

Para isso, realizamos o teste de ELISA, onde, cada uma das porgbes da
sequéncia que constituem as proteinas quiméricas, foi utilizada como “coating” nas
placas. Além disso, as proteinas homologas (NLP-CSPr e a NLP-CSPct) foram
utilizadas para avaliar o titulo total de anticorpos, ou seja, a somatoria de todas as
respostas.

Assim sendo, empregamos cada uma das variantes alélicas da proteina
PVCSP (FliC’s) VK210, VK247 e P. vivax-like (LEAL; CAMACHO; TEIXEIRA;
BARGIERI et al.,, 2013), também a proteina contendo apenas as regides
conservadas, N- e C-terminal, da PvCSP (Pv-No repeat) (TEIXEIRA; TARARAM,;
LASARO; CAMACHO et al., 2014) além da nucleocapsideo do virus da caxumba,

como mostra a Figura 21.
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Figura 21. Resposta especifica de anticorpos (IgG) em camundongos imunizados com a NLP-
CSPct e NLP-CSPg. Grupos de 6 camundongos C57BL/6 foram imunizados s.c. com trés doses em
intervalos de 14 dias entre cada dose com as NLPs (10ug/dose) na presenca do adjuvante Poly (I: C),
de acordo com o esquema apresentado anteriormente. As figuras (A) e (B), representam 0s grupos
imunizados com NLP-CSPct e NLP-CSPr respectivamente e mostram o reconhecimento especifico
das repetices centrais das trés variantes alélicas (repeticdes FliC-PvCSP) pelos anticorpos, bem
como a regido N-C terminal (No repeats), além também da porcdo viral (Caxumba-NP). Todos os
resultados s@o expressos como 0s titulos médios aritméticos de cada grupo em (logl0 £ SEM) e
foram comparados estatisticamente usando One-Way ANOVA, seguida pelo Turkey test. *P<0.05,
**P<0.01,***P<0.001 e ****P<0.0001.

Altos titulos de anticorpos foram mensurados contra as proteinas homologas
(maiores que 10x°) e cada uma das variantes alélicas, nos dois grupos (maiores que
10x%), exceto para os camundongos vacinados com a NLP-CSPgr, aos quais 0s
titulos de anticorpos para variante VK247 foram significativamente menores em
comparacao com outras variantes, P. vivax-like (P<0.0001) e VK210 (P=0.0001). O
soro dos camundongos vacinados com a NLP-CSPcr apresentou titulos de
anticorpos para a Vvariante P. vivax-like significativamente maiores quando
comparados com a variante VK210 (P=0.0395), mas n&o significante quando
comparado com a variante VK247 (P=0.6255). Vale ressaltar que, como ja se
esperava, ha altos titulos de anticorpos também contra as regides conservadas (Pv-
No repeats), nos animais imunizados com a NLP-CSPct (aproximadamente 10x%).
Os camundongos imunizados com a proteina NLP-CSPr apresentaram baixos titulos

de anticorpos, como previsto, para a proteina Pv-No repeats (10x3) pois, apesar da
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construcdo contemplar 6 aminoacidos que pertencem a regido RI (N-terminal), ela
nao possui a regidao RIl (C-terminal).

Os titulos de anticorpos contra a proteina do nucleocapsideo do virus da
caxumba foram significativamente menores em comparacao com praticamente todas
as variantes em ambos 0s grupos, exceto para VK247 do grupo imunizado com a
NLP-CSPr (P=0.9998).

Esses achados nos levaram a conclusao que ambas as formulagfes vacinais
induzem baixa resposta contra a proteina NP do virus da caxumba, porém, apenas a
formulagédo contendo NLP-CSPcrt induziu altos titulos de anticorpos para todos os
dominios da PvCSP, tanto para as porcfes variantes quanto para as por¢cdes
conservadas.

Baseados nesses achados, nds consideramos que somente a formulacao
NLP-CSPct em combinagdo como o adjuvante Poly (I:C) é a melhor candidata para

seguir adiante nos demais ensaios.

4.4.8. Soroprevaléncia dos anticorpos especificos contra o virus da caxumba e
proteina NP em residentes de &reas endémicas e ndo-endémicas para malaria.

Considerando a presenga de um componente viral antigénico do virus da
caxumba nas formulacdes aqui propostas, essa andlise foi necessaria para elucidar
a seguinte questdo: Qualquer memadria imunoldgica contra o virus da caxumba na
populacdo em geral (gerado pela vacina ou pela exposi¢cédo natural) poderia interferir
com a resposta imune contra as PvCSP, como demonstrado para outras
formulacbes (SEKALY, 2008). Portanto, medimos os anticorpos séricos especificos
para o virus da caxumba e sua NP, em individuos de areas endémicas e nao-
endémicas para maléaria (Figura 22A) utilizando kit comercial de ELISA e também
comparando no mesmo cenario a resposta de anticorpos contra a proteina NLP-
CSPcrt e a proteina NP somente (Figura 22B).
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Figura 22. Comparacdo da resposta de anticorpos contra proteinas do virus da caxumba e
antigeno vacinal NLP-CSPcr. (A) A sorologia de individuos infectados por P. vivax no memento da
coleta (n = 40), individuos que vivem em area endémica porem ndo infectados por P. vivax no mento
da coleta (n = 40) e individuos imunizados ou que ja tiveram caxumba em &rea ndo endémica para P.
vivax (n = 12) foi investigada usando um kit comercial ELISA. A linha tracejada no grafico indica o
limite minimo (DOas92 = 0,3) para considerar um individuo imunizado contra o virus da caxumba,
conforme indicado no manual do fornecedor. (B) Os mesmos soros foram testados novamente por
ELISA contra a proteina NP e contra o antigeno vacinal NLP-CSPct. Todos os resultados s&o
expressos como DOuge2 (densidade otica) e foram comparados estatisticamente usando One-Way
ANOVA, seguida pelo Turkey test, onde ****P<0.0001 e ns (ndo significante) P>0,05.

Embora a maioria dos individuos tenha testado positivo para caxumba,
demonstrando que a grande parte deles ja foram expostos ou vacinados contra o
virus, eles eram negativos para a proteina NP (P<0.0001), independentemente da

area de origem ou qualquer pré-exposicdo a malaria. Assim este resultado esta de
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acordo com a baixa soroprevaléncia de anticorpos especificos para a NP do virus da
caxumba relatados anteriormente  (ALLWINN; ZEIDLER; STEINHAGEN;
ROHWADER et al., 2011).

Um outro dado relevante, € que o0s soros de pacientes positivos para malaria
no momento da coleta mostraram uma diferenca significativa quando testados contra
a proteina NLP-CSP ou contra a proteina NP (P<0.0001). Este dado indica que
nosso antigeno vacinal é reconhecido por anticorpos de individuos que foram
expostos ao P. vivax, ndo havendo diferenga significativa em soros obtidos de
individuos de area ndo endémica. Com isso concluimos que a proteina NP ndo gera
altos titulos de anticorpos especificos, nao interferindo no reconhecimento das

sequencias representantes da PvCSP.

4.4.9. Deteccdo de células secretoras de anticorpos especificas para NLP-
CSPct no bago e medula 6ssea de camundongos imunizados.

Uma vez que observamos altos titulos de anticorpos contra todas as variantes
alélicas da proteina PvCSP em camundongos imunizados com NLP-CSPcr,
seguimos para o teste de ELISPOT, a fim de determinar a geracdo de células
secretores da anticorpos especificas (CSA) contra cada uma das porcdes da
proteina NLP-CSPct, sejam no baco ou na medula O6ssea, de camundongos
imunizados no mesmo esquema que em experimentos anteriores.

Para a andlise das CSA no baco, grupos de camundongos foram
eutanasiados nos dias 0 e 5 apés a terceira dose, ja que o0s esplendcitos tiveram seu
pico de frequéncia de CSA medida 5 dias apds o Segundo boost, (SILVEIRA,
KASTURI; KOVALENKOV; RASHEED et al., 2015), j4 para a coleta das células da
medula, outros grupos de camundongos foram eutanasiados nos dias 0 e 30,
respectivamente.

Os ensaios de ELISPOT foram dirigidos contra duas proteinas quiméricas, a
PvCSP-Allct e NLP-CSPcr, e também avaliados contra cada um dos trés alelos, além
das as regides conservadas da PvCSP, e por fim, contra a proteina NP do virus da

caxumba, bem como o total de células secretoras e IgG, como mostra a figura 23.
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Figura 23. Resposta das células secretoras de anticorpos (CSA) em
camundongos imunizados com NLP-CSPct. Camundongos C57BL/6 foram
imunizados com trés doses de NLP-CSPct conjugado com o adjuvante Poly (I:
C). A resposta de CSA especifica ao antigeno no baco foi medida nos dias 0 e
5, e na medula 6ssea nos dias 0 e 30 ap6s a ultima dose. Um exemplo
representativo da resposta CSA especifica para yPvCSP-Allct, NLP-CSPcr,
FIiC-VK210, FliC-VK247 e FIiC-P. vivax-like no bago é mostrado na figura (A),
enquanto o da medula 6ssea é mostrado em (D). Os pogos mostrados nas
respectivas figuras foram plaqueados com 0,5x10% células. As CSA totais
foram medidas para células secretoras de IgG especificas contra as proteinas
acima mencionadas. Os simbolos nos graficos representam as contagens
CSA médias observadas por milhdo de células, enquanto as barras
representam o erro padrao da média +SEM (B e E) e a frequéncia (C e F). Os
resultados foram comparados estatisticamente aplicando one-way ANOVA
seguido pelo Tukey’s test. As diferencas significativas entre os grupos séo
denotadas no grafico: *P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001 e ***P<0,0001.
Diferengas néo significativas (ns) sdo indicadas (P>0,05). O experimento foi
realizado duas vezes com 4 camundongos por grupo.
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As figuras 23A e 23D sao representativas das leituras dos pocos da placa de
ELISPOT onde é possivel observar a representacédo visual do numero de spots em
cada poco.

Em comparacdo ao dia 0, um aumento significativo do niumero de CSA
especificas para os repeats da variante P. vivax-like (P=0.0097), para as por¢oes
conservadas da PvCSP (Pv-No repeats) (P=0.0401), yPvCSP-Allct (P=0.0139), NLP-
CSPct (P=0.0032) e NP do virus da caxumba (P=0.0006) foi observado no ba¢o dos
animais imunizados (Figura 23B). Entretanto, o nimero de CSA especificas para as
variantes VK210 e VK247 néo foi significativamente alterada em comparacao no dia
0 e no dia 5, assim como a frequéncia do total de células secretoras de IgG. Em
contraste, células da medula 6ssea foram testadas para frequéncia de CSA, 30 dias
apos o segundo reforgo, pois essas células necessitam de mais tempo para migrar
para esse local (KASTURI; KOZLOWSKI; NAKAYA; BURGER et al., 2017). Uma
frequéncia aumentada de CSA especificas para as duas proteinas quiméricas
PvCSP-Allct e NLP-CSPcrt foi encontrada na medula 6ssea (Figura 23E). Apesar da
terceira dose ter aumentado a resposta geral para as duas proteinas quiméricas
yPvCSP-Allct (P=0.0004) e NLP-CSPct (P=0.0031), para a variante P. vivax-like
(P=0.0278) e IgG total (P=0.0207), nenhum aumento na expressao foi observado
para as outras regides da proteina PvVCSP analisadas (VK210, VK247, Pv-No
repeats) e proteina NP. A resposta ndo-especifica (total de células secretoras de
IgG) foi, como esperado, a mesma em ambos os Orgaos, independentemente do
tempo apds o estimulo. A resposta especifica para PvCSP representam cerca de
10% do total de CSA no baco e na medula 6ssea nos dias 5 e 30 apds o estimulo,
respectivamente (Figura 23C e F).

Portanto, os dados obtidos por ELISPOT se correlacionam com os altos
titulos de anticorpos dos soros desses camundongos observados no teste de ELISA.
A magnitude dos titulos de anticorpos presentes no soro foram os mesmos dos
anticorpos secretados por CSA de longa duragcao presentes na medula 0ssea e de
CSA recém-formadas (brevemente presentes na recirculacdo e em orgaos linfoides
secundarios onde sao formados, bem como em tecidos inflamados enquanto estes
permanecerem inflamados). Como a imunizacdo com NLP-CSPcr induz altos titulos
de anticorpos contra todas as regibes variaveis e conservadas da proteina PvCSP,

isso pode representar grande quantidade de CSA geradas apds a primeira e
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segunda doses que atingiram a medula 6ssea. Algumas das CSA parecem terem
sido formadas apo0s a terceira dose, refletido no aumento o nimero de CSA contra
algumas porc¢des da proteina observadas no bacgo 5 dias ap0s a terceira imunizagéo
e nos titulos de anticorpos contra P. vivax-like, assim como no aumento do nimero
de CSA na medula éssea 30 dias ap0és a terceira imunizacéo, para todas as porc¢oes

da proteina presente na vacina.

4.4.10. Avaliacéo da eficacia da vacina

Uma das formas mais eficazes de analisar a eficacia de uma vacina e através
de um teste de desafio. Essa abordagem ja foi utilizada anteriormente e mostrou ser
efetiva na demonstracéo de protecdo induzida por vacinacdo (DE CAMARGO; DE
FREITAS; GIMENEZ; LIMA et al., 2018; GIMENEZ; LIMA; FRANCOSO; DENAPOLI
et al., 2017). Entretanto, P. vivax ndo infecta roedores. Considerando que o P.
berghei é um parasito que infecta murinos, utilizamos o parasito quimérico
Pb/PvVK210, no qual os repeats da proteina PbCSP foram substituidos pela PvCSP
(VK210), como descrito anteriormente (ESPINOSA; YADAVA; ANGOV; MAURIZIO
et al., 2013).

Os grupos de camundongos foram imunizados 3 vezes com a proteina NLP-
CSPct mais o adjuvante Poly (I:C), ou apenas com o adjuvante. Trinta dias apos a
terceira dose, os camundongos foram desafiados com 5.000 esporozoitos
Pb/PvWK210 (Figura 24A) e apés o 4° dia do desafio, amostras de sangue foram
diariamente coletadas e analisadas por citometria de fluxo acompanhando a
evolucdo da parasitemia (Figura 24B)

Foram confirmadas a protecao estéril de 2 dos 7 camundongos até o décimo
dia ap6s o desafio, enquanto que todos os animais do grupo controle estavam
infectados no quarto dia ap6és o desafio, atingindo 1% de parasitemia no 6° dia
(Figura 24C). Alem da protecao estéril parcial, onde a diferenca foi estatisticamente
significativa entre os grupos (P=0.0012) a parasitemia foi cerca de 10 vezes menor,
ja excluindo os animais protegidos, no grupo imunizado com a combinacdo NLP-

CSPcrt + Poly (I:C), em comparagdo com o grupo controle (Figura 24D, P=0.0051).
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Figura 24. Avaliacdo da parasitemia ap6s a imunizacdo de camundongos imunizados com a proteina NLP-CSPcr e desafiados utilizando P. berghei
transgénico. (A) camundongos C57BL/6 foram imunizados s.c. com Poly (I:C) ou uma mistura de Poly (I:C) e 10ug de proteina recombinante NLP-CSPcr
seguindo o esquema descrito. No dia 58 ap0s a iniciagdo, os camundongos foram desafiados com 5.000 esporozoitos transgénicos Pb/PvVK210. (B) A
parasitemia foi analisada por citometria de fluxo e a porcentagem de glébulos vermelhos infectados (IRBCs) nos dias 4, 5 e 6 ap0s a infeccdo (p.i.) foi
transformada em log para normalizagdo da parasitemia antes da andlise estatistica. (C) O log da parasitemia no dia 5 (D5) pés-desafio foi medido em
camundongos de cada grupo imunizado. A significAncia foi determinada pelo teste t ndo pareado bicaudal (teste de Mann-Whitney). (D) Curva de
sobrevivéncia com a porcentagem de camundongos néo infectados em cada grupo.

62



5.DISCUSSAO

E indiscutivel de que a malaria ainda € um grave problema de satde publica
que afeta milhares de vidas ao redor do mundo. Apesar dos inimeros esfor¢cos no
combate contra esta doenca, o numero de Obitos ainda € elevado, chegando a mais
de 405 mil mortes por ano (WHO, 2019).

Os investimentos mais expressivos sao direcionados para o combate do P.
falciparum, que afeta principalmente a regido da Africa subsaariana, o que acarreta
muitas vezes a negligencia para outras espécies de Plasmodium, que sao
consideradas menos graves (WHO, 2019). Dentre as estratégias de prevencéo, o
desenvolvimento de vacinas é notoriamente o que traz melhor custo/beneficio.

Formulacbes vacinais que visem bloquear a infeccdo pelos esporozoitos sédo
uma das estratégias com maiores chances de sucesso, isso porque é durante esta
fase do ciclo na qual h4& um dos menores numeros de parasitas (GRAUMANS;
JACOBS; BOUSEMA; SINNIS, 2020). Estima-se que na maioria das picadas dos
mosquitos sdo inoculados cerca de 8 a 40 esporozoitos, sendo assim, anticorpos
contra esta forma do parasito tem maior chance de impedir a progressao do ciclo,
enquanto que no estagio sanguineo existem dezenas de milhares de parasitos
circulantes, sendo mais dificil sua eliminacdo (GRAUMANS; JACOBS; BOUSEMA;
SINNIS, 2020). Outro ponto de extrema importancia € que essas formulacdes podem
contribuir para a diminuicdo dos casos de recaidas, pois impediria a infeccdo dos
hepatocitos e formacdo de novos hipnozoitos no figado, reforcando a importancia de
se desenvolver vacinas com foco nesta fase do ciclo (WHITE; AMINO; MUELLER,
2017).

No que se refere ao uso de VLPs como sistema de entrega de antigenos, o
mesmo ja se mostrou uma boa estratégia no desenvolvimento de vacinas eficientes.
Este sistema baseia-se na utilizacdo de proteinas de superficie dos mais diversos
tipos de virus. Alguns casos bem sucedidos de vacinas baseadas em VLP sé&o
formulagbes contra o Papilomavirus Humano (HPV), assim como Cervarix®,
Gardasil® e Gardasil9®, e a vacina contra o virus da Hepatite B (HBV) (MOHSEN;
ZHA; CABRAL-MIRANDA; BACHMANN, 2017).

Em relacdo a vacina contra malaria, a vacina RTS,S, estruturada em forma de

VLP carreando a proteina CS de P. falciparum como antigeno, conseguiu a
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aprovacao nos ensaios clinico de fase Ill e atualmente encontra-se em um projeto de
implementacao piloto em trés paises na Africa (ADEPOJU, 2019).

Todavia, 0 emprego de VLPs deve ser considerado com cautela, uma vez que
em analise comparativa realizada entre duas formulagbes vacinais semelhantes
contendo a proteina CS, uma na forma de antigeno soluvel e outra na forma de VLP,
mostrou que esta Ultima, apesar de apresentar uma alta resposta especifica para o
antigeno, titulos significativamente altos foram detectados também contra
componente viral (VANLOUBBEECK; PICHYANGKUL; BAYAT; YONGVANITCHIT
et al., 2013).

A necessidade de desenvolvimento de novas estratégias para melhorar a
eficacia de uma vacina contra P. vivax levou nosso grupo a exploracdo da
nucleocapsideo do virus da caxumba (NP) como sistema de entrega de antigeno,
sendo assim, diferentemente da estratégia empregada no desenvolvimento da
RTS,S, ndo utilizamos uma proteina de superficie, entdo, aos invés de gerar uma
“Virus Like Particle”, temos o que chamamos de “Nucleo Like Particle” (NLP)
(KINGSTON; BAASE; GAY, 2004). Esse carreador foi selecionado apds levarmos
em conta dois fatos: a proteina NP é fracamente reconhecida mesmo em individuos
vacinados contra caxumba (ALLWINN; ZEIDLER; STEINHAGEN; ROHWADER et
al., 2011), e a utilizacdo da levedura P. pastoris, uma vez que este sistema de
expressdo ja havia sido explorado com sucesso para a producdo de NLPs
(SLIBINSKAS; ZVIRBLIENE; GEDVILAITE; SAMUEL et al., 2003). O emprego da
levedura Pichia pastoris ja € amplamente descrito como um dos mais eficientes
sistemas para a producdo de proteinas recombinantes, gerando proteinas com
alto grau de pureza e 6timo rendimento (GIMENEZ; FRANCOSO; ERSCHING;
ICIMOTO et al., 2016; VICENTIN; FRANCOSO; ROCHA; IOURTOQV et al., 2014;
WANG; JIANG; WANG, 2016) além da capacidade de expressar particulas virais na
forma de NLPs e VLPs (SARASWAT; ATHMARAM; PARIDA; AGARWAL et al.,
2016; SHUKLA; RAJPOOT; ARORA; PODDAR et al., 2017)

Previamente, nés mostramos que a proteina PvCSP expressa em P. pastoris
possui alta imunogenicidade, provocando a geragao de anticorpos capazes de
reconhecer esporozoitos de P. vivax e conferir protecdo moderada contra teste de
desafio (GIMENEZ; LIMA; FRANCOSO; DENAPOLI et al., 2017).
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Analisando as variaveis apresentadas e, com 0 objetivo de aumentar a
resposta imunoldgica contra a proteina CS, clonamos, purificamos e caracterizamos
com sucesso duas NLPs carregando a sequéncia da proteina PVCSP. As
formulagbes permaneceram estaveis e apresentaram a conformacgéo estrutural
apropriada, evidenciado pelo diametro médio da particula que corresponde ao
nucleocapsideo do virus da caxumba, que foi confirmado apds ensaio de
microscopia eletrénica de varredura (SLIBINSKAS; ZVIRBLIENE; GEDVILAITE;
SAMUEL et al., 2003). Em termos de comparacdo com a VMP0O01, que € a vacina
contra P. vivax em estagio mais avancado de estudos, a auséncia da regido N-
terminal da proteina PvCSP, que contém epitopos para células TCD4, na nossa
formulacdo pode apresentar uma vantagem adicional se comparada a VMP001, uma
vez que a resposta de células TCD4* foi direcionada a regido N-terminal em 90%
dos individuos vacinados com esta vacina; tal resposta ndo foi protetora contra a
infeccdo controlada de malaria humana (BENNETT; YADAVA; TOSH,;
SATTABONGKOT et al., 2016).

Nossas duas formulacbes também induziram altos titulos de anticorpos
detectados em soros de camundongos 14 dias apds a terceira dose, mostrando
magnitude e longevidade de resposta satisfatérios, além de produzirem fortes
respostas de anticorpos contra todas as 3 regides repetidas de PvCSP, e uma
resposta ainda maior contra a variante P. vivax-like. Este padrdao de resposta
corrobora com o observado em trabalhos anteriores (TEIXEIRA; TARARAM,;
LASARO; CAMACHO et al.,, 2014), demonstrando que a geracdo de anticorpos
especificos contra as regifes repetidas da PvCSP néo foi afetada pela presenca da
sequéncia viral.

Em relacdo aos adjuvantes empregados nos protocolos de imunizacdes, 0
Montanide ISA 720 que tem sido empregado em testes pré-clinicos (AREVALO-
HERRERA; VERA; CASTELLANOS; CESPEDES et al., 2011) e clinicos de fase | e
voluntarios sadios, havendo relatos de reacfes cutaneas que variam de moderadas
a severas (HU; CHEN; GU; WAN et al., 2008; MCCARTHY; MARJASON; ELLIOTT;
FAHEY et al., 2011; ROESTENBERG; REMARQUE; DE JONGE; HERMSEN et al.,
2008). Durante a execucdo de nossos experimentos, também observamos reacdes
cutaneas nos animais vacinados, fato este que resultaram na descontinuidade dos

testes com este adjuvante. O Poly (I:C) ativa diferentes receptores de
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reconhecimento de padrbes, como TLR3, RIG-IIMDA5 e PKR, desencadeando
varias vias inflamatorias, incluindo NF-kB e IRF (YAMAMOTO; SATO; HEMMI,
HOSHINO et al., 2003; YU; LEVINE, 2011) provocando uma resposta inflamatéria do
tipo Thl tanto em camundongos quanto em humanos e, assim, foi levantada a
hipétese de que essa resposta poderia contribuir para a protecdo (PEREZ-
MAZLIAH; LANGHORNE, 2014). Em trabalhos previamente publicados pelo nosso
grupo, mostramos que Poly (I:C) era responsavel por aumentar ndo apenas a
imunogenicidade das proteinas recombinantes de PvCSP ap0s a vacinacéo (LEAL;
CAMACHO; TEIXEIRA; BARGIERI et al., 2013; TEIXEIRA; TARARAM; LASARO;
CAMACHO et al.,, 2014), mas também a protecdo apds desafio com parasitos
transgénicos (DE CAMARGO; DE FREITAS; GIMENEZ;, LIMA et al, 2018;
GIMENEZ; LIMA; FRANCOSO; DENAPOLI et al., 2017).

No que tange as respostas humorais em camundongos, a razao lgG1/IgG2c
<1 sugere uma resposta semelhante a Thl, enquanto a razédo IgG1l/IgG2c > 1
representa uma resposta semelhante a Th2. Nossos resultados mostram que a
formulacdo da vacina contendo a NLP-CSPr induziu uma predominancia de 1gG2c
sobre IgG1. Em modelo animal de infeccdo por P. falciparum, avaliado por Schwen e
colaboradores, um candidato a vacina também induziu anticorpos anti-CSP do tipo
IgG2 e que foram associados a protecdo (SCHWENK; DEBOT; PORTER; NIKKI et
al., 2014). Por outro lado, a proteina NLP-CSPct apresentou padrao oposto, com
predominéancia de IgG1. Assim, nossos dados sugerem que a presenca da regido C-
terminal da PvCSP na proteina NLP-CSPct pode alterar a conformagéo do antigeno,
destacando outros epitopos relacionados a resposta de IgG2, onde, apesar de
ocorrer a predominéancia de anticorpos IgGl, houve uma protecdo com menor
parasitemia e maior sobrevida de camundongos imunizados e desafiados. Porém,
uma questdo que deve ser levada em consideracéo, € que permanece a duvida se
uma formulagdo com respostas tdo especificas em camundongos, pode apresentar
um padrao semelhante em humanos e ainda ser protetora.

Os altos niveis de anticorpos presentes no soro dos camundongos sao
resultantes do aumento do numero de CSA (Células Secretoras de Anticorpos)
especificas no baco dos animais 5 dias apds a segunda dose. A maioria das CSA
geradas apos a primeira e segunda doses da vacina devem ter alcancado a medula

o0ssea no dia 0 apds a terceira dose, indicando que o nivel “basal’” de CSA
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especificas pode ja estar alto. Em nossa formulacéo vacinal, uma vez que todas as 3
variantes das regifes ndo conservadas da PvCSP estavam presentes na mesma
proteina quimérica e na mesma propor¢do molecular, diferencas na cinética de CSA
especificas para P. vivax-like e No-repeats ndo eram esperadas. Apesar de 0s
mecanismos envolvidos nessa resposta ndo estarem dentro do escopo desse
projeto, algumas das hipdteses a seguir podem ser levadas em consideracao: (i)
Algumas regibes da proteina, em sua estrutura tercidria, podem estar mais
disponiveis para a ligacdo de anticorpos do que outras, o que pode conferir uma
vantagem para ativacdo de células B. Esta caracteristica das células B € uma das
mais importantes e € extensivamente estudada para antigenos como a
hemaglutinina (HA) do virus Influenza e a proteina gp120 do virus HIV (ANGELETTI;
GIBBS; ANGEL; KOSIK et al., 2017; ANGELETTI; KOSIK; SANTOS; YEWDELL et
al., 2019); (ii) Além disso, o reconhecimento de alguns epitopos pode interferir com a
disponibilidade de anticorpos que se ligam a outros epitopos. Apesar de esse ser um
fenbmeno raro, ele ja foi documentado na imunidade de anticorpos contra PfCSP em
pacientes infectados (KISALU; IDRIS; WEIDLE; FLORES-GARCIA et al., 2018).
Desconsiderando 0os mecanismos envolvidos, € inegavel que a terceira
imunizacdo provocou a formacdo de maior nimero de CSA para as regides
conservadas da proteina PVCSP e para a variante P. vivax-like. Nem todas as CSA
formadas até esse ponto vao contribuir para a imunidade a longo prazo geralmente
observada na medula 6ssea, mas algumas vao e podem ser detectadas quando a
resposta geral é analisada (CSA especifica para PvCSP-Allct e NLP-CSPcr). Esse
aumento na resposta geral a longo prazo indica a necessidade de uma terceira dose
e que pode refletir na eficacia da vacina. E interessante notar que a mesma resposta
de CSA é observada contra PvCSP-Allct e NLP-CSPcr.Esse resultado reafirma o
observado com o padrdo de anticorpos, indicando que a fusdo da NP em relacéo a
construgdo quimeérica da proteina CSP ndo afetou o reconhecimento dos epitopos
de PvCSP. Além disso, quando os diferentes componentes da proteina sé&o
analisados individualmente, nenhum aumento no nimero de CSA especificas para
esses componentes, na medula 6ssea, 30 dias apds a terceira dose, foi observado.
Isso sugere que a imunidade a longo prazo eficiente ja foi formada pela primeira e
segunda imunizagbes (impressdo soroldgica). Consequentemente, a terceira

imunizacdo parece melhorar a imunidade de longo prazo ja existente, sendo de
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particular importancia para o reforco da imunidade necessaria para atingir células de
memoria que contribuem para a protecdo geral, como visto para a vacina contra
Influenza (LEE; PAPARODITIS; HORTON; FRUHWIRTH et al., 2019).

Um dos maiores embates enfrentados pelos grupos de pesquisa que
desenvolvem vacinas contra P. vivax é superar os proprios obstaculos relacionados
a biologia do parasito, sendo um fator que impacta significativamente no sucesso do
desenvolvimento de novas vacinas. Isso porque, o isolamento e identificacdo de
subespécies e, posteriormente, o cultivo do parasito em cultura celular sdo os
principais desafios in vitro (NOULIN; BORLON; VAN DEN ABBEELE;
D'ALESSANDRO et al.,, 2013; UDOMSANGPETCH; KANEKO; CHOTIVANICH,;
SATTABONGKOT, 2008).

Dessa forma, a estratégia que tem permitido estudar potenciais vacinas
contra maldria vivax baseia-se na utilizacdo de parasitos transgénicos, que
expressam proteinas envolvidas no ciclo do P. vivax (OTHMAN; MARIN-
MOGOLLON; SALMAN; FRANKE-FAYARD et al., 2017). A utilizacado do P. berghei
se mostrou uma estratégia interessante, onde Espinosa e colaboradores (2013),
através de técnicas moleculares, fizeram a substituicdo da regido central da proteina
CS de P. berghei pela regido central (variante VK210) de P. vivax para uso em
ensaios de desafio experimental (ESPINOSA; YADAVA; ANGOV; MAURIZIO et al.,
2013). Estes parasitos quiméricos vém sendo aplicados como uma alternativa em
estudos pré-clinicos de novas vacinas.

Nos testes de desafio empregando parasitas transgénicos, nossa formulacéo
foi capaz de conferir protecdo estéril em aproximadamente 30% dos animais
imunizados e desafiados, além de gerar uma queda significante (de
aproximadamente 10 vezes) na parasitemia de animais néo protegidos de forma
esteril.

No caso de vacinas contra a malaria em desenvolvimento, foi demonstrado ao
longo dos anos que as respostas imunes, especialmente de anticorpos, precisam de
quantidade e qualidade para fornecer protecdo. Recentemente, nosso grupo de
pesquisa mostrou que titulos de IgG anti-PvCSP acima de 10%, obtidos através da
imunizacao, poderiam fornecer protecdo parcial em modelos de malaria murina (DE
CAMARGO; DE FREITAS; GIMENEZ; LIMA et al.,, 2018; GIMENEZ; LIMA,
FRANCOSO; DENAPOLI et al., 2017). Em nosso trabalho, ambas as formulagdes
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desencadearam titulos de IgG semelhantes entre si, sendo superiores a 10°. No
entanto, a amplitude dos epitopos PVCSP reconhecidos (repeticbes centrais ou
regido C-terminal) foi maior, dependendo da formulacéo usada.

Em uma breve comparacdo com nossos resultados anteriores (GIMENEZ;
LIMA; FRANCOSO; DENAPOLI et al., 2017), apesar da metodologia utilizada para
determinar a protecdo ser a mesma, existem diferencas em alguns pontos. Para
utilizar uma rota de imunizagcdo mais adequada para a comparacdo com futuros
resultados de vacinagdo em humanos, a via intraperitoneal usada por Gimenez et al.
foi modificada pela via subcutanea nesse projeto. Também as condi¢cdes do desafio
foram reforcadas, onde ao invés de utilizarmos a inoculacdo de 4.000 esporozoitos
por animal, utilizamos 5.000, além da avaliacdo da parasitemia, onde substituimos a
metodologia de leitura, antes realizada por esfregaco, para a leitura utilizando
citometria de fluxo, que € um método mais sensivel e preciso. Por essas razdes,
consideramos que a protecdo estéril observada neste estudo €, pelo menos,
equivalente com os resultados anteriores. A respeito de outras formulacdes que sé&o
capazes de conferir um alto nivel de protecdo em modelos murinos, como Rv21
(SALMAN; MONTOYA-DIAZ; WEST; LALL et al., 2017), a comparacao é ainda mais
dificil: ndo apenas a via de administracao é diferente (i.m versus s.c), mas também a
construcdo do parasito transgénico foi realizada utilizando abordagens diferentes
(ESPINOSA; YADAVA; ANGOV; MAURIZIO et al.,, 2013; SALMAN; MONTOYA-
DIAZ; WEST,; LALL et al., 2017), e o sistema de desafio variou de i.v. para i.d.,
respectivamente.

Nos casos de malaria causada pelo P. vivax, um fator complicador na
patologia da doenca, é a presenca da forma latente do parasito, o hipnozoito, que é
responsavel pelas recaidas da doenca. A respeito disso, a diminuicdo da
parasitemia em 10 vezes vai além do que se é visto, ja que alguns dos esporozoitos
que ndo foram capazes de alcancar o figado dariam origem aos hipnozoitos.
Portanto, a vacinagcdo que confere “apenas” uma protecao parcial, hipoteticamente
também contribui para a diminuicdo do numero de recaidas (WHITE; AMINO;
MUELLER, 2017). Por outro lado, ndo foi possivel testar essa possibilidade de
producdo de hipnozoitas apdés o desafio parasitario, pois o parasito transgénico
Pb/Pv ainda € biologicamente P. berghei, espécie esta que ndo gera hipnozoitos em

camundongos.
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O numero de esporozoitos usados no modelo de infeccdo e o uso de
parasitos transgénicos (Pb/Pv) séo dois outros pontos a serem considerados. Para o
teste de desafio, 5.000 SPZs foram usados, 0 que € um numero muito alto se
comparado com a infeccdo natural pela picada do mosquito, na qual em um
individuo é inoculado com menos de 40 SPZs (ROSENBERG; WIRTZ; SCHNEIDER,;
BURGE, 1990). Apesar de parasitos transgénicos causadores da malaria serem
ferramentas importantes para a elucidacdo da eficacia de vacinas, seu uso pode
produzir resultados que subestimam a efichcia das mesmas, as limitacdes na
diversidade de antigenos expressos dificulta a real avaliacdo da protecao, ja que néo
€ possivel realizar a substituicédo total da proteina CS, além do P. berghei, como dito
anteriormente, ndo gerar hipnozoitos (GALINSKI; BARNWELL, 2008; OTHMAN;
MARIN-MOGOLLON; SALMAN; FRANKE-FAYARD et al., 2017). Assim, este
parasito transgénico é construido pela substituicdo apenas da regido dos repeats da
proteina CS do P. berghei com os aminoacidos correspondentes da variante VK210
de P. vivax (ESPINOSA; YADAVA; ANGOV; MAURIZIO et al., 2013). Contudo, a
formulacdo vacinal desse estudo gerou anticorpos contra as variantes VK210,
VK247, e P. vivax-like, e as regides Rl e C-terminal. O teste de desafio indica
apenas a eficacia protetora dos anticorpos direcionados para a variante VK210,
portanto, a eficacia das formulacdes desenvolvidas nesse estudo pode ser ainda
maior quando considerada no caso de infec¢ao natural.

Os dados obtidos nesse estudo demonstram que nossa formulacdo se
apresenta como uma boa candidata universal contra P. vivax e dao subsidios pra
posteriores testes pré-clinicos, onde a seguranca da formulacdo sera avaliada.

Como encerramento deste trabalho, trazemos uma reflexdo acerca da
importancia em se prosseguir com o desenvolvimento de uma vacina contra P. vivax,
ja que a vacinacdo, como explanado neste trabalho, é a estratégia de prevencao
com melhor custo-beneficio, contribuindo substancialmente para a melhoria da
qualidade de vida da populacdo que vive em areas endémicas. Vale ressaltar que,
apesar do P. vivax ndo ser a espécie que causa maior mortalidade, € a mais
amplamente distribuida no mundo, onde as recorrentes infec¢cbes ou recaidas,
devido a presenca latente do parasito, afetam significativamente a vida dos que séo
infectados, sendo necessario repetir os longos tratamentos inUmeras vezes. Na vida

das criancas a morbidade decorrente do processo de infeccdo afeta, inclusive, no
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desenvolvimento da aprendizagem, decorrente dos inumeros afastamentos das
atividades escolares para tratamento.

Como apresentado anteriormente, o desenvolvimento de uma formulacdo
eficaz contra maléaria é bastante complexa, levando anos para definir as melhores
combinac¢des de antigenos e adjuvantes. Por exemplo, sO recentemente a primeira
vacina contra P. falciparum entrou em fase implementacdo na Africa, apds mais de
30 anos de pesquisa e, promovendo uma protecdo de 30 a 40% dos pacientes.
Embora nenhuma formulacdo j& estudada promova completa protecdo, ha de se
compreender que estes grupos de individuos protegidos, também deixariam de ser
reservatorios do parasito, assim, além de ndo serem afetados pela doenca, também
diminuem a propagagéo da mesma. Este fen6meno, ao longo do tempo, impactaria
significativamente no controle da doenca, juntamente com as demais estratégias de
controle e prevencao existentes.

Por dltimo, infelizmente o desenvolvimento de uma vacina contra P. vivax &
de baixo interesse para grandes industrias do setor privado, principalmente por ser
uma doenga negligenciada, que afeta regibes carentes e com pouca estrutura de
saude. O papel das universidades publicas nesta tematica é fundamental para suprir
essa lacuna causada por este setor. Todavia, o acesso dos laboratorios de pesquisa
as etapas subsequentes do desenvolvimento de uma vacina € bastante dispendioso,
ja que é necessario, ap0s 0 ensaios pré-clinicos, iniciar um longo processo de
estudos em humanos, sendo nessa etapa, que temos que contar com a colaboragéo
das industrias nacionais publicas, que podem assumir as etapas de testes clinicos
por terem estrutura adequada para isto. Somente com essa unido de forcas é que
realmente conseguiremos entregar para a sociedade o fruto de décadas de esfor¢os

e contribuir efetivamente para sanar o problema da malaria em nosso pais.
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6.CONCLUSOES

1. Duas novas proteinas quiméricas foram obtidas com alto grau de pureza,
compostas pela sequéncia da proteina de nucleocapsideo do virus da caxumba
fusionada com as diferentes variantes alélicas da PvCSP contendo, ou ndo, a regiao
C-terminal.

2. As proteinas NLP-CSPct e NLP-CSPr tiveram sua caracterizacdo biofisica
realizada, onde, além de confirmar a pureza, também avaliamos a conformacéo da
estrutura secundaria por dicroismo circular, além da estrutural, através microscopia
eletrdnica de transmissdo, confirmando a formacdo de particulas semelhantes a
nucleocapsideos de ambas as proteinas.

3. Em ensaios de imunizagdo, ambas as formulacfes foram eficientes em
induzir altos titulos de anticorpos IgG e uma elevada frequéncia de células
secretoras de anticorpos contra as proteinas homologas na presenca do adjuvante
Poly (I:C), porém, a proteina NLP-CSPcr foi a melhor candidata no que tange a
geracdo de anticorpos especificos contra as variantes alélicas da PvCSP
individualmente.

4. A utilizacdo do nucleocapsideo do virus da caxumba nao interferiu
negativamente nas formulagbes analisadas, gerando baixos titulos de anticorpos
contra a sequéncia viral nos camundongos imunizados. Ambas as proteinas também
apresentaram baixo reconhecimento pelos soros de individuos que foram vacinados
Ou expostos ao virus da caxumba.

5. Em ensaios de desafio realizados no Institut Pasteur-Paris/Franca, a
formulac@o vacinal contendo a proteina recombinante NLP-CSPct + Poly (I:C) foi
capaz de promover a protecao estéril em cerca de 30% dos animais imunizados e
desafiados com parasitos transgénicos Pb/Pv-VK210, além da redugdo da carga

parasitaria em cerca de 10x em animais nao protegidos.
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