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RESUMO

BRANCO, J. I. Avaliacdo da imunogenicidade de diferentes formas alélicas da proteina
PVAMA-1 expressa em Pichia pastoris: impacto da diversidade antigénica. 2018. 94f.
Dissertacdo (Mestrado) - Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de S&o Paulo, Séo
Paulo, 2018.

A malaria é um problema de salde publica no Brasil e no mundo. Em 2016, o nimero de casos
estimado pela Organizacdo Mundial de Saude foi de 216 milhGes. Plasmodium falciparum é a
espécie mais prevalente e responsavel pelo maior nimero de mortes no mundo, sobretudo no
continente africano. Por outro lado, o Plasmodium vivax € conhecido por sua ampla distribuicéo
geografica, sendo a espécie que predomina nas Américas, incluindo o Brasil. Nos ultimos 20 anos,
nosso grupo tem gerado e caracterizado diversas proteinas recombinantes baseadas em antigenos
imunodominantes de P. vivax que podem servir como base para o desenvolvimento de uma vacina
contra malaria. Entre os antigenos de merozoitas, uma das principais proteinas em estudo pelo
nosso grupo € o Antigeno 1 de Membrana Apical de P. vivax (PvAMA-1), caracterizado
previamente como altamente imunogénico em infec¢fes naturais e em camundongos imunizados,
na presenca de diferentes adjuvantes. O objetivo do presente estudo foi investigar o efeito da
diversidade antigénica dessa proteina no reconhecimento por anticorpos especificos e na inducao
de imunidade contra o parasita. Para isso, foram geradas seis novas proteinas representando
diferentes alelos descritos na natureza: PvAMA-1-Belem, PvAMA-1-Sal-1, PvAMA-1-Chesson-
I, PvAMA-1-SK0814-apical, PvAMA-1-Indonesia-XIX e PvAMA-1-PNG_62_MU. As proteinas
recombinantes foram expressas em leveduras Pichia pastoris e purificadas em duas etapas
cromatograficas. Em seguida, as imuniza¢es em camundongos C57BL/6 foram realizadas com
as proteinas administradas de forma isolada, ou em combinacéo, na presenca do adjuvante agonista
de TLR3 (Poly I:C). Por ELISA, observamos que todas as formulagdes foram capazes de induzir
anticorpos IgG contra as proteinas homologas e heter6logas, o que sugere que a diversidade
antigénica entre as formas alélicas ndo compromete o reconhecimento. Os dados gerados no
presente trabalho sugerem que uma formulacdo contendo mistura de diferentes alelos
representando a proteina AMA-1 pode ser explorada para o desenvolvimento de uma vacina de

ampla cobertura contra o P. vivax.

Palavras-chave: Plasmodium vivax, Pichia pastoris, vacina recombinante.



ABSTRACT

BRANCO, J. I. Evaluation of the immunogenicity of different allelic forms of PvAMA-1
protein expressed in Pichia pastoris: impact of antigenic diversity. 2018. 94p. Dissertation

(Master’s degree) - Faculty of Pharmaceutical Sciences, University of S&o Paulo, Sdo Paulo, 2018.

Malaria is a public health problem in Brazil and throughout the world. In 2016, the World Health
Organization estimated there were 216 million cases of malaria. Plasmodium falciparum is the
most prevalent species and is responsible for the largest number of deaths, especially in the African
continent. However, Plasmodium vivax is known for its wide geographic distribution, being the
species that prevails in the Americas, including Brazil. In the last 20 years, our group has generated
and characterized several recombinant proteins based on immunodominant antigens of P. vivax
that can serve as a basis for the development of a malaria vaccine. Among the merozoite antigens,
one of the main proteins studied by our group is P. vivax apical membrane antigen-1 (PvVAMA-1),
previously characterized as highly immunogenic in natural infections and immunized mice, in the
presence of different adjuvants. The objective of this study was to investigate the effect of
antigenic diversity of this protein in the recognition of specific antibodies and the induction of
immunity against the parasite. For this, six new proteins were generated representing different
alleles described in nature: PvAMA-1-Belem, PvAMA-1-Sal-i, PvAMA-1-Chesson-i, PvAMA-1-
SK0814-apical, PvAMA-1-Indonesia-XIX, and PvAMA-1-PNG_62_MU. Recombinant proteins
were expressed in Pichia pastoris yeast and purified by two chromatographic stages. Then,
C57BL/6 mice were immunized with these proteins administered in isolation or in combination,
in the presence of the TLR3 agonist adjuvant, Poly I:C. Using an enzyme-linked immunosorbent
assay, we observed that all formulations induced IgG antibodies against homologous and
heterologous proteins. This indicates that antigenic diversity between allele forms does not
compromise recognition. This finding suggests that a formulation containing a mixture of different
alleles representing the PvAMA-1 protein can be exploited for developing of a wide coverage

vaccine against P. vivax.

Key words: Plasmodium vivax, Pichia pastoris, recombinant vaccine.
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INTRODUCAO



1 INTRODUCAO

A malaria, é uma doenca parasitaria, que representa um significativo problema de
salude em varias partes do mundo. De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude
(OMS), no ano de 2016 foram estimados cerca de 216 milhdes de casos de malaria no
mundo, com um aumento notavel se comparado ao nimero de 211 milhdes de casos
registrados no ano de 2015 (WHO, 2017a). A doenca é causada por protozoarios do
género Plasmodium e sete espécies sdo capazes de infectar o homem, sendo elas: P.
falciparum, P. vivax, P. malariae, P. knowlesi, P. ovale, P. simium e P. cynomolgi
(BRASIL et al., 2017; WHO, 2015). Entre essas espécies se destacam P. falciparum e P.
vivax que sdo responsaveis pelo maior numero de casos. P. falciparum é espécie
prevalente na regido africana e representou 99% dos casos confirmados na regido da
Africa subsaariana em 2016. Fora da Africa, P. vivax é o parasita predominante entre 0s
casos confirmados de malaria, principalmente na regido das Américas onde correspondeu
a 64% dos casos (WHO, 2017a).

Na regido das Ameéricas, o numero estimado de pessoas vivendo sob o risco de
contrair malaria foi de 126,8 milhdes no ano de 2016 (WHO, 2017a). O panorama dos
casos de malaria registrados em 2016 na regido das Américas esta ilustrado na Figura 1.
De 2010 a 2016, foi observada uma reducao significativa no nimero de casos e mortes
por malaria nessa regido. Em vista ao esforco em eliminar a malaria das Ameéricas, esta
regido apresenta oito paises que buscam a erradicacdo da doenca até 2020 e sdo eles:
Argentina, Belize, Costa Rica, Equador, El Salvador, México, Paraguai e Suriname.
Dentre esses, destacam-se Argentina e Paraguai que ndo apresentam casos de malaria
contraidos em seus territorios ha pelos menos trés anos consecutivos. Assim, esses dois
paises ndao tendo nenhum caso registrado no ano corrente de 2016, tiveram em 2017 seus
processos de certificacdo pela OMS iniciados (WHO, 2017a). No entanto, os paises
Nicaragua, Panama, Peru e Venezuela apresentaram aumento no nimero de casos de
malaria no ano de 2016 comparado ao ano de 2010, de acordo com os dados divulgados
pela OMS (WHO, 2017a).

Dentro desse contexto, o Brasil atualmente encontra-se classificado como pais em
situacédo de controle da malaria paraa OMS (WHO, 2017a). Com relacdo a area endémica,
no pais, essa compreende a regido amazonica brasileira, incluindo os estados do Acre,

Amazonas, Amap4, Para, Rond6nia, Roraima, Tocantins, Mato Grosso e Maranhdo. Essa



regido é responsavel pela maior parte dos casos autoctones registrados no pais. A maior
parte dos casos de malaria registrados fora da regido Amazonica sdo importados de
estados pertencentes & area endémica brasileira, de outros paises amazonicos, ou do
continente africano (MINISTERIO DA SAUDE, 2017). Fora da regido amazonica ainda
ha ocorréncia de transmisséo residual de malaria nos estados do Piaui, Parana e em areas
de Mata Atlantica nos estados de S&o Paulo, Minas Gerais, Rio de Janeiro e Espirito Santo
(MINISTERIO DA SAUDE, 2017).

Figura 1: NUmero de casos confirmados de malaria a cada 1000 habitantes em 2016. Material

adaptado do World Malaria Report 2017 (WHO, 2017a).

O controle da malaria no Brasil é gerido pelo Programa Nacional de Controle da
Maléaria (PNCM) vinculado ao Ministério da Sadude. Através deste programa, o Ministério
da Saude estabelece uma politica permanente para prevencdo e controle da doenga no
pais, além de contar com o apoio da rede estruturada do Sistema Unico de Satde (SUS)
para atender a todas as regides. A notificacdo dos casos de malaria no Brasil é feita tanto



pela rede publica como pela rede privada. O investimento e melhoria dos sistemas de

vigilancia contribui para o correto registro e controle dos casos de maléria.

1.1 CICLO DE VIDA DO Plasmodium spp

O Plasmodium spp possui um complexo ciclo de vida, no hospedeiro humano tem
inicio pela introducédo das formas esporozoitas do parasita através da picada do mosquito
fémea do género Anopheles spp infectado, dando inicio assim & transmissdo da doenca
(Figura 2). Apds a transmissao, parte dos esporozoitas migra para o figado invadindo as
células hepaticas, denominadas hepatocitos, dando inicio ao estagio pré-eritrocitico da
infeccdo por malaria. Nesse estagio parte da carga parasitaria pode entrar em estado de
laténcia na forma hipnozoita, sendo este fenémeno observado na infeccao pelo P. vivax e
P. ovale, ou dar continuidade a seu ciclo transformando-se em esquizonte (WHITE;
IMWONG, 2012). Evidéncias experimentais demonstram que o esquizonte, evolui para
forma de merossoma, o qual apresenta um mecanismo de escape muito singular,
silenciando a infeccdo e permitindo a liberacdo das formas merozoitas na corrente
sanguinea (PRUDENCIO; RODRIGUEZ; MOTA, 2006). Os merozoitas iniciam o ciclo
eritrocitico do parasita, ou fase sanguinea assexuada, invadindo as hemécias (no caso do
P. vivax, os reticul6citos), e multiplicando-se por esquizogonia (JOSLING; LLINAS,
2015). Por parasitar apenas reticulécitos, P. vivax tém sua cultura in vitro limitada,
diferente de P. falciparum que tem seu sistema de cultura muito bem estabelecido
(ROOBSOONG, 2015). Durante a esquizogonia cada célula parasitada pode dar origem
a novas formas assexuadas ou ainda a formas sexuadas do parasita, conhecidas por
gametocitos (BAKER, 2010). Os gametdcitos sdo parasitas maduros com diferenciacao
sexual que se concentram nos capilares sanguineos do individuo infectado pela malaria.
O desenvolvimento do ciclo do gametdcito ocorre no hospedeiro invertebrado, quando o
mosquito fémea do género Anopheles spp se alimenta do sangue humano infectado, sendo

esse processo denominado repasto sanguineo.

Durante o repasto sanguineo, o hospedeiro invertebrado quando busca alimentar-
se de sangue humano infectado, ingere os gametdcitos presentes nos capilares sanguineos.
Os gametocitos entdo migram para o intestino do mosquito, e la cada gametocito

masculino da origem a oito microgametas, enquanto o gametdcito feminino passa pelo



processo de maturacdo dando origem a um macrogameta. Os microgametas sao
flagelados e isto confere motilidade possibilitando o encontro do microgameta com o
macrogameta (JOSLING; LLINAS, 2015). Do encontro entre microgameta e
macrogameta ocorre a fusdo das formas sexuadas, dando origem ao zigoto dipldide. O
zigoto se transforma em oocineto e esta forma deixa a luz do intestino atravessando o
epitélio. No interior dos oocistos, ciclos sucessivos de replicagdo dao origem as formas
esporozoitas, a maturacdo destas formas € dependente de altas temperaturas (PHILLIPS
et al.,, 2017). Quando maduras, as formas esporozoitas migram para glandula salivar
tornando-se aptas para infectar o hospedeiro humano (BAKER, 2010; PHILLIPS et al.,
2017).
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Figura 2: Ciclo de vida do Plasmodium spp. (1) esporozoita, (2) merozoita, (3) trofozoita, (4) esquizonte,
(5) gametdcito, (6) zigoto, (7) oocineto, (8) oocisto. * Nas infecgdes por P. vivax e P. ovale nesse estagio,
0 parasita pode entrar no estado de laténcia, na forma de hipnozoitas. ** Na infeccdo por P. vivax a célula
infectada é o reticuldcito. Adaptado de: (JOSLING; LLINAS, 2015).



1.2 MANIFESTACOES CLINICAS DA DOENCA

A malaria apresenta-se como uma doenca febril aguda, com periodo de incubacao
que pode variar de acordo com a espécie de Plasmodium. A crise aguda por malaria ou
paroxismo malérico caracteriza-se pela presenca de picos febris intermitentes, sudorese e
episddios de calafrio. Num intervalo que dura cerca de 48 horas para P. falciparum, P.
vivax e P. ovale. Na infeccdo por P. malariae, o intervalo entre os picos febris pode chegar
a 72 horas. Manifestacfes como cefaleia, nduseas e vomito também tém sido relatados.
(ASHLEY; PYAE PHYO; WOODROW, 2018; MINISTERIO DA SAUDE, 2010, 2017;
PHILLIPS et al., 2017).

Como exposto antes, as espécies P. vivax e P. ovale podem permanecer latentes
durante o estagio de infeccdo do hepatdcito, como hipnozoitas. Essas formas sdo
responsaveis pelos episodios de recaida da malaria que ocorrem ap0s periodos variaveis,
em média dentro de 3 a 9 semanas, mas pode ocorrer meses ou anos apos o tratamento
para a maioria das cepas de P. vivax (FERREIRA; CASTRO, 2016; MINISTERIO DA
SAUDE, 2017; PHILLIPS et al., 2017). Em individuos com histérico de maltiplas
infeccdes por diferentes cepas do parasita, um estado de imunidade parcial a doenca é
observado, uma vez que os individuos frequentemente apresentam um quadro subclinico
ou assintomatico da doenca (MINISTERIO DA SAUDE, 2010; PHILLIPS et al., 2017).

Dentre as espécies de plasmadio, o P. falciparum é o mais virulento, sendo
responsavel pela grande maioria das mortes. Individuos primoinfectados, gestantes e
criancas menores de 5 anos de idade apresentam uma maior chance de evoluir para formas
graves da doenca. Sao sinais de malaria grave e complicada: hipertermia (temperatura >
41°C), convulsdo, hiperparasitemia (>200.000/mm?), vémitos repetidos, oliguria,
dispnéia, anemia intensa, ictericia, hemorragias e hipotensao arterial. Podendo também
ocorrer alteracdo de consciéncia, delirio e coma (MINISTERIO DA SAUDE, 2010;
PHILLIPS et al., 2017).



1.3 UTILIZACAO DE VACINAS NO COMBATE A MALARIA

O cenério atual do desenvolvimento de vacinas contra a malaria contempla
dezenas de candidatas em fase de estudos pré-clinicos e algumas em fase de estudos
clinicos. A formulagdo em estdgio mais avangado é baseada na Proteina
Cirscumsporozoita de P. falciparum (PfCSP). Recentemente, foi aprovado um programa
piloto de implementac&o da vacina em trés paises da regido da Africa subsaariana (Gana,
Quénia e Malaui), com previsdo de inicio ainda para este ano de 2018. Essa vacina,
desenvolvida pela industria farmacéutica Glaxo-SmithKline Inc. (GSK) foi registrada
com o nome Mosquirix™ (anteriormente RTS,S AS01) (THE RTS, 2014; WHO, 2017b).
Trata-se de uma proteina quimérica contendo as porc@es central e C-terminal da PFCSP
fusionada a superficie do antigeno S do virus da Hepatite B (HBsAQ), formulada com um
robusto sistema de adjuvante (AS), contendo Monofosforil Lipideo A (MPLA, uma forma
ndo toxica do LPS) e QS21 (saponina purificada da Quillaja saponaria). Apos estudos
clinicos de fase 3 em areas endémicas na Africa, a vacina mostrou ser capaz de proteger
bebés e criancas em 28% dos casos, ap6s 3 doses vacinais, e 36% ap0s 4 doses vacinais
(AGNANDJI et al., 2011, 2012; CLEMENS; MOORTHY, 2016).

Outra vacina que obteve excelentes resultados de eficacia em testes no homem, é
a PfSPZ, a qual é baseada no esporozoita de P. falciparum atenuado, a partir da irradiacdo
por raios gama. Essa vacina foi capaz de induzir 100% de protecao em individuos adultos
do Mali, ap6s o desafio com parasita homologo (SEDER et al., 2013).

O desenvolvimento de vacinas contra as formas sanguineas do parasita poderia
representar um importante passo rumo a eliminacdo dos sintomas e agravos da doenca
bem como, a interrupcdo do ciclo do parasita. Em sua maior parte, 0s antigenos de
estagios sanguineos assexuados estudados e caracterizados, encontram-se na superficie
do merozoita. As Proteinas de Superficie do Merozoita (MSPs) estdo entre as mais
estudadas, visando o desenvolvimento de vacinas de subunidades, dentre estas destacam-
se PfMSP1, PfMSP2, PfMSP3 (DRAPER et al., 2015; GOOD; MILLER, 2018;
SIRIMA; COUSENS; DRUILHE, 2011), PfAMA-1 e PfRON2 (KUSI et al., 2011b;
REMARQUE et al., 2008; SRINIVASAN et al., 2011). Ainda no estagio sanguineo as
formas sexuadas também séo alvos vacinais, tendo como foco principal a inibicdo da
gametogénese e bloqueio da transmissdo da doenca. Entre os antigenos estudados,
destacam-se os candidatos Pfs25, Pfs230, Pfs45, Pfs48 e PFEMP1 (ACQUAH et al., 2017,



DATTA et al., 2017; DRAPER et al., 2015; DZIKOWSKI; FRANK; DEITSCH, 2006;
FRIED; DUFFY, 2015; THOMPSON et al., 2018).

Por outro lado, as pesquisas visando o desenvolvimento de vacina contra o P.
vivax, tém recebido menos atencdo. Na fase pré-eritrocitica, assim como em P.
falciparum, o principal candidato a vacina € o antigeno CS de P. vivax (PvCS).
Recentemente, nosso grupo publicou dois trabalhos utilizando proteinas recombinantes
baseadas na PvCSP. Recentemente, 0 nosso grupo demonstrou que proteinas
recombinantes representando os diferentes alelos da proteina PvCSP, assim como um
polipeptidio hibrido nomeado como PvCSP-All foram geradas e obtidas a partir da
expressdo em Pichia pastoris, ap6s a obtencdo e caracterizagdo do produto obtido,
camundongos da linhagem C57BL/6 foram imunizados com as formulacdes vacinais na
presenca do adjuvante Poly(l:C). A partir da imunizacao, foram observados altos titulos
de anticorpos gerados contra todos os alelos. Os animais imunizados apresentaram
protecdo apos desafio com formas esporozoitas de Plasmodium berghei expressando em
sua superficie os repeats de PvCSP (GIMENEZ et al., 2017).

Mais recentemente, foram utilizadas duas proteinas quiméricas expressas em
leveduras Pichia pastoris. A primeira constru¢do denominada yPvCSP-Allr_ contendo a
fusdo das trés regides repeats (VK210, VK247 e vivax-like) adicionados das por¢cdes N
e C terminal da proteina CS, e a segunda, denominada yPvCSP-AIICT contendo a fusédo
das trés regides repeats e a por¢do C terminal da proteina CS. Os camundongos foram
imunizados com trés doses vacinais de yPvCSP na presenca dos adjuvantes Poly(l:C) ou
Montanide ISA 720. Em um segundo experimento, previamente ao regime vacinal os
animais foram expostos a vetores adenovirus de replicacdo deficiente expressando CSP
de sorotipo 5 humano (AdHu5) e sorotipo 68 de chimpanzé (AdC68), ap6s a exposicao
0s animais receberam 2 doses vacinais contento yPvCSP na presenca do adjuvante
Poly(I:C). Ambas as formulacdes utilizadas quando desafiadas por parasitas transgénicos
expressando a sequéncia de repeats da proteina CS de P. vivax na sua superficie foram
capazes de atrasar o aumento da parasitemia observadas no modelo de infecgdo animal
(DE CAMARGO et al., 2018).

Além das formulagdes descritas acima, tém sido propostas estratégias semelhantes
a vacina RTS,S para o P. falciparum, baseadas na obtencdo de Virus Like Particule
(VLP). Neste contexto, uma candidata promissora é a vacina Rv21, que combina o

antigeno S do virus da Hepatite B (HBsAg), ao antigeno de PvCSP. Recentemente, um



estudo em camundongos demonstrou que essa proteina quimerica emulsificada com um
adjuvante derivado de saponina, 0 Matrix-M, foi capaz de induzir 100% protecéo, em
ensaio com desafio homdlogo, utilizando parasita transgénico Pb/Pv (SALMAN et al.,
2017).

Alguns antigenos da fase sanguinea assexuada (merozoitas) de P. vivax tém sido
explorados como candidatos a vacina, sendo 0s principais 0s seguintes: MSP-1, AMA-1
e DBP (BABON et al., 2007; BARGIERI et al., 2008; BHARDWAJ et al., 2015;
BITENCOURT et al., 2013; CRAWFORD et al., 2010; ELIAS et al., 2014; GUY et al.,
2018; JIANG et al., 2013; MAIGA et al., 2013; ROCHA et al., 2017). Ja na fase sanguinea
sexuada o0s estudos envolvem o0s antigenos Pvs25, Pvs45, Pvs48 e Pvs230
(BLAGBOROUGH et al., 2016; TACHIBANA et al., 2012; VALLEJO et al., 2016).

1.4 ANTIGENO 1 DE MEMBRANA APICAL (AMA-1)

A proteina AMA-1 (Antigeno 1 de Membrana Apical) de Plasmodium é uma
proteina transmembrana altamente conservada (REMARQUE et al., 2008), que possuli
ortdlogos em pelo menos duas espécies do filo Apicomplexa: Babesia bovis (MONTERO
et al., 2008) e Toxoplasma gondii (CRAWFORD et al., 2010). Em Plasmodium, AMA-1
encontra-se inicialmente presente nos micronemas e, posteriormente, na superficie das
formas merozoitas (REMARQUE et al., 2008). Inicialmente, a funcdo bioldgica da
proteina AMA-1 foi proposta a partir de um estudo que encontrou uma evidéncia genética
que sugere seu envolvimento no processo de fixacdo nos eritrocitos (COMBE et al.,
2009). Mais tarde estudos aprofundaram o entendimento do seu envolvimento no
processo de fixacdo das células vermelhas foi observado que AMA-1 atua em conjunto
com outra proteina a RON, proteina secretadas das réptrias (Figura 3). (DELGADILLO
etal., 2016; RICHARD et al., 2010; SRINIVASAN et al., 2011).
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Figura 3: Modelo representativo da funcio da proteina AMA-1 durante a invasdo da célula
sanguinea. A) O ancoramento do merozoita apds a etapa de reorientacdo, em destaque a formacéo do
complexo AMAL-RON. B) O processo de invasdo do merozoito, em destaque o complexo AMA1-RON.
Adaptado de (RICHARD et al., 2010)

Estruturalmente a proteina AMA-1 contém um ectodominio rico em cisteinas,
subdividido em dominios I, Il e IlIl, um dominio transmembrana e uma regido
citoplasmatica (CHESNE-SECK et al., 2005). A estrutura tridimensional da proteina
AMA-1 de P. vivax, foi elucidada utilizando-se uma proteina recombinante baseada no
ectodominio de inteiro de PvAMA-1 (cepa Sal-l), expressa em Pichia pastoris, a qual
confirmou a conformacéo inicial sugerida a partir da analise da estrutura priméaria desta
proteina. A estrutura da proteina consiste de trés dominios, com 16 residuos de cisteina,
formando 8 pontes dissulfeto. As pontes dissulfeto formadas pelos residuos de cisteina
promovem a separacao do ectodominio em dominios denominados I, 11 e 111 (PIZARRO
et al., 2005) (Figura 4). Dois destes dominios I e I, contam com a presenga de modulos
“PAN”. Os mddulos PAN formam loops que se estendem pelo dominio da proteina e
servem de suporte para inumeros residuos polimorficos. Esta forma de adaptacao sugere
como o parasita da malaria introduziu a variabilidade encontra na proteina AMA-1 (BAI
et al., 2005; PIZARRO et al., 2005)
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Figura 4: Estrutura cristal e representacdo esquemética da proteina PVAMA-1. A) Estrutura
cristalogréfica da proteina AMA-1 de P. vivax, onde em verde representa-se o dominio I, em azul o dominio
Il e em roxo o dominio I11, fonte (PIZARRO et al., 2005). B) Predicdo estrutural da proteina PvAMA-1,
SS - Peptideo sinal, DI - dominio I, DIl — dominio II, DIII — dominio I1l, TM — regido transmembrana, CT

— regido citoplasmatica, adaptado de (DREW et al., 2018).

Diversos trabalhos tém descrito o polimorfismo de genes que codificam a proteina
em diferentes isolados naturais do parasita, tanto em P. falciparum como em P. vivax
(ARNOTT et al.,, 2014; REMARQUE et al., 2008). Estes estudos sdo importantes e
devem ser levados em consideracdo quando se considera um candidato a vacinacao.
Recentemente uma formulacdo vacinal contra AMA-1 de P. falciparum utilizando a
abordagem multi-alélica apresentou ser segura e eficaz em ensaio clinico de fase 1,
visando avaliar a seguranca e a imunogenicidade desta vacina (SIRIMA et al., 2017). Nos
ultimos anos, estudos de comparacdo da sequéncia de nucleotideos de AMA-1 de P.
vivax, utilizando diferentes cepas do parasita, demonstraram o polimorfismo do gene que
codifica a proteina, dados que corroboram com os achados de diversidade encontrado nas
proteinas AMA-1 de P. falciparum (REMARQUE et al., 2008).

Em relacdo as propriedades imunogénicas de PVAMA-1, previamente
demonstramos que proteinas recombinantes foram altamente reconhecidas por soro de
individuos da area endémica no Brasil (CASALE, 2013; MORAIS etal., 2006; MUFALO
et al., 2008; PEREIRA, 2012; ROCHA et al., 2017; RODRIGUES et al., 2005;
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VICENTIN et al.,, 2014). Além disso, nosso grupo avaliou a imunogenicidade de
PVAMA-1 utilizando diferentes protocolos de imunizagdo que incluiram estratégias de
inducdo e reforco homologos e heterélogos com DNA plasmidial (D) e proteina
recombinante (P), emulsificada na presenca de diferentes adjuvantes (VICENTIN et al.,
2014). Os autores observaram que a proteina recombinante induziu altos titulos de
anticorpos, principalmente quando utilizaram os adjuvantes saponina Quil A e Adjuvante
Incompleto de Freund (AIF). Além disso, a proteina PvAMA-1 recombinante foi
produzida em condicOes de boas praticas de laboratério (BPL), a qual foi obtida com
elevado rendimento e pureza, baixos niveis de endotoxina, auséncia de contaminantes
microbianos e reproduziu os resultados das imunizacdes experimentais da proteina
expressa no laboratério de pesquisa. Os anticorpos produzidos foram capazes de
reconhecer a proteina nativa obtidas em ensaio in vitro a partir de amostras de sangue de
individuos infectados por malaria na Asia e também inibiram a reinvasdo ex vivo
(VICENTIN et al., 2014).

Mais recentemente, 0 grupo produziu uma proteina quimérica composta pelo
ectodominio de AMA-1 fusionado a regido C-terminal (19 kDa) imunodominante da
Proteina 1 da Superficie do Merozoita (MSP-1) de P. vivax (PvVAMA166-MSP119). Esta
proteina foi utilizada em solucdo com o adjuvante Poly(l:C) em imunizacdes utilizando
camundongos BALB/c e C57BL/6. A imunizacdo com esta proteina quimérica induziu
altos titulos de anticorpos em ambas linhagens de camundongos e os anticorpos gerados
reconheceram a proteina nativa de esquizontes maduros de isolados asiaticos de P. vivax
(ROCHA et al., 2017).

A utilizacdo de proteinas recombinantes é uma excelente estratégia para o estudo
dos diferentes alelos de PvAMA-1 e o impacto do polimorfismo dessa proteina no
desenvolvimento de uma vacina universal contra P. vivax. Arnott e colaboradores (2013)
reforcaram a necessidade de se utilizar formulagdes vacinais com os diferentes alelos de
PVAMA-1 ap6s um estudo com sequéncias de 373 genes dessa proteina oriundos de
diferentes partes do mundo. Esses autores destacaram a importancia da utilizacdo de
formulacgdes vacinais que avaliem a relacdo entre os diferentes alelos e a capacidade
imunogénica de cada alelo. Assim, no presente trabalho buscamos analisar a
imunogenicidade de seis novas variantes alélicas baseadas na PvAMA-1, selecionadas a
partir do estudo de Arnott e colaboradores (2013) As variantes sdo: PvAMA-1-Belem,
PVAMA-1-Sal-I, PvAMA-1-Chesson-1, PvAMA-1-SK081-apical, PvAMA-1-Indonesia-
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XIX, PvAMA-1-PNG_62_MU, isoladas e em combina¢do equimolar em solugdo com o

adjuvante Poly(l:C).

1.5 ADJUVANTE POLY(I:C)

Por conceito, vacinas baseadas em proteinas recombinantes requerem a entrega
de antigenos juntamente com um imunoestimulante, adjuvante, que levard ha uma
resposta imune mais intensa e de maior longevidade (DRAPER et al., 2015). A indugéo
da resposta imune humoral e celular, sem apresentar reacdes adversas ou com reagédo

adversa aceitavel faz parte das funcdes esperadas para um bom adjuvante.

No presente estudo, a imunogenicidade das proteinas recombinantes foi avaliada
na presenca do adjuvante acido poli-inosinico-poli-citidilico de elevada massa molecular
Poly (I:C) HMW. Poly (I:C) corresponde a um analogo sintético de RNA de dupla cadeia
(dsRNA), atua como agonista de receptores TLR3, tanto dsRNA natural como o sintético
sdo conhecidos pela inducédo de interferon do tipo 1 (IFN) e estimulam a producdo de
outras citocinas (ALEXOPOULQOU et al., 2001). Poly (I:C) tem sido empregado em testes
de vacinas contra cancer, e doencas infecciosas (HEIDENREICH et al., 2015;
POYNTER; DEWITTE-ORR, 2018; TRUMPFHELLER et al., 2012). Nosso grupo ja
demonstrou em estudos anteriores que a utilizacdo do Poly (I:C) induz a producdo de
anticorpos contra proteinas recombinantes baseadas em antigenos de P. vivax (CASALE,
2013; GIMENEZ et al., 2017; LIMA, 2014; PEREIRA, 2012; ROCHA et al., 2017;
TEIXEIRA et al., 2014).

Uma vez que o Poly (I:C) é reconhecido pelo sistema imune, TLR3 ativa a
transcricdo do fator interferon regulatério 3 (IRF3), a ativacdo de IRF3 leva a producgéo
de interferons tipo 1 (IFN), especialmente IFN-B (YAMAMOTO et al., 2003). Outra via
de ativacdo envolve o recrutamento de TNF receptor associado fator 6 (TRAF6) ou 0
receptor de interacdo proteina 1 (RIP1), com a subsequente ativacdo dos fatores de
transcricdo NF-ke. A ativagdo desta via leva a producgdo de citocinas inflamatdrias e
guimiocinas (KAWAI; AKIRA, 2008). Por apresentar o0 mecanismo descrito como um
diferencial, Poly (I:C) é um bom adjuvante na composi¢do das formulacbes vacinais,

como ja demonstrado nos ensaios pre-clinicos.



14

OBJETIVOS



15

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Gerar novas proteinas recombinantes representando diferentes formas alélicas da

proteina AMA-1 de P. vivax a fim de avaliar o impacto do polimorfismo de AMA-1 na

inducdo de anticorpos contra estas proteinas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Expressar e purificar as proteinas recombinantes, PvAMA-1-Belem, PvAMA-1-
Sal-I, PvAMA-1-Chesson-l, PVAMA-1-Indonesia-XI1X, PvAMA-1-
PNG_62_ MU e PvAMA-1-SK0814-apical, representando diferentes formas
alélicas de AMA-1 de P. vivax como proteinas sollveis expressas a partir da
levedura Pichia pastoris;

Analisar a estrutura secundaria das novas proteinas recombinantes;

Avaliar comparativamente a resposta imune humoral (IgG total) induzidas em
camundongos apos a vacinacao com as novas proteinas PYVAMA-1 isoladas ou em
combinacdo equimolar utilizando protocolo homdlogo de inducédo e reforco na
presenca do adjuvante Poly(l:C);

Avaliar a especificidade dos anticorpos obtidos a partir da vacinacdo de
camundongos com as novas proteinas PvAMA-1 utilizando protocolo homdélogo

de inducdo e reforco na presenca do adjuvante Poly(l:C).



16

MATERIAIS E METODOS



17

3 MATERIAL E METODOS

3.1 GENES SINTETICOS PVAMA-1

Os genes sintéticos que codificam as novas sequéncias PVAMA-1 em suas
diferentes formas alélicas foram construidos com base em sequéncias selecionadas a
partir do estudo de populacdo de PvAMA-1 que diz respeito a sequéncia do gene e 0
polimorfismo observado nas areas onde o parasita se distribui (ARNOTT et al., 2013).
Com base no trabalho mencionado, os seguintes genes foram selecionados para utilizagédo
no presente estudo: Sal-1 (Genbank XM_001615397); Belem (Genbank EU395595);
Indonesia-XIX (Genbank EU395598); SK0814-apical (Genbank GU476488); Chesson-I
(Genbank EU395596); e PNG 62 MU (Genbank KC702493). As proteinas
recombinantes possuem em seu interior o ectodominio inteiro de PvAMA-1, composto
dos dominios 1, 2 e 3. A esta sequéncia foi adicionada uma cauda de hexa histidina na
regido C-terminal. Os genes sintéticos foram obtidos comercialmente (GenScript USA
Inc, Piscataway, NJ), com c6dons otimizados para expressdo em levedura Pichia pastoris.
Para efeito de comparacdo com as novas construcfes, foi utilizada a sequéncia de
aminoacidos da proteina PvAMA-1-Sal-l (Genbank XM _001615397). No presente
trabalho, utilizamos a proteina yPvAMA-1 (Genbank KJ010958) previamente estudada
pelo grupo como controle no ensaio de avaliagdo da imunogenicidade (VICENTIN et al.,
2014). Para efeito comparativo das diferentes sequéncias, foi aplicado o método de
analise de distancias BioNJ, utilizando o programa Seaview (versdo 4) (Figura 05), para
predicdo filogenética (GOUY; GUINDON; GASCUEL, 2010). O alinhamento das
sequéncias de aminodacidos correspondente a cada uma das proteinas PvAMA-1 com
adicdo da proteina yPvAMA-1 foi realizado a partir da ferramenta Muscle algoritmo
v3.8.31 utilizando o programa Seaview v4, (Figura 06) (EDGAR, 2004). Os genes
otimizados correspondentes as novas proteinas PvAMA-1, foram subclonados no vetor
pPICIK (Invitrogen, Life Technologies Corporation USA Inc., Waltham, MA) (Figura
7), os quais foram denominados pPIC9K-PVAMA-1-Sal-1, pPIC9K-PVvAMA-1-Belem,
pPIC9K-PVAMA-1-PNG_62 MU,  pPIC9K-PVAMA-1-Indonesia-XIX,  pPIC9K-
PVAMA-1-SK0814-apical, e pPIC9K-PVAMA-1-Chesson-l. Cada plasmideo foi
transformado em bactérias E. coli linhagem DH5-a (Invitrogen, Life Technologies

Corporation USA Inc.) a fim de se obter a expansdo clonal. O DNA obtido por lise
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alcalina foi quantificado por analise espectrofotomeétrica em NanoDrop® (Thermo Fisher
Scientific USA Inc.) e teve a integridade dos sitios enzimaticos confirmada por meio da
andlise de restri¢do utilizando as enzimas Sall, EcoRI e Notl (New England Biolabs USA
Inc.). A integridade das sequéncias foi confirmada através de sequenciamento préevio

realizado pela GensScript.

BioNJ 1368 sites J-C 100 repl. 0002
—PvAMAI-PNG 62 MU

PvAMAI-Indonesia- KX

yEvANMA-1
PvAMNA]L-Belem
PvAMAIL-Sal-1
PvAMNAL-SK0814-apical
PvANMAL-Chesson-1

Figura 5: A relacdo filogenética entre as novas sequéncias PvAMA-1 com adicdo do gene que
corresponde a proteina yPvAMA-1 utilizada no presente estudo como controle na avaliacdo da
imunogenicidade das novas proteinas PvAMA-1. A relagdo filogenética das sequéncias PvAMA-1 foi
obtidada através da analise de distancias BioNJ utilizando o programa Seaview (versdo 4)(GOUY;
GUINDON; GASCUEL, 2010).
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PVAMAL-FNG 62 MU
PwAMAL - Indonesia-XIX
YEVAMA-1
BwAMAlL-Belem
PvAMARL-53l-T
PwAMAl-SK0814-apical
PvEMAL-Chesscon-I
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Figura 6: Alinhamento das sequéncias de aminoacidos correspondentes as proteinas PvAMA-1. As
sequéncias PVAMA-1-PNG_62_MU, PvAMA-1-Indonesia-XIX, PVAMA-1-Chesson-lI, PvVAMA-1-
SKO0814-apical, PvAMA-1-Sal-1, PvAMA-1-Belem e yPvAMA-1 foram alinhadas a partir da ferramenta

Muscle algoritmo v3.8.31 utilizando o programa Seaview v4 (EDGAR, 2004). Os gaps sdo representados

por ().
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Gene sintético
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Figura 7: Representa¢do esquematica da estrutura geral do gene sintético PvAMA-1 subclonada no
vetor pPIC9K. Barra azul: os sitios para as enzimas de restricdo EcoRI (57) e Notl (37); em cinza os
dominios I, 1l e 11l que compdem a proteina PvAMA-1, ap0s € anterior ao sitio de restricdo Notl a cauda

de histidina (hisstag) acrescentada a proteina recombinante.

3.2 TRANSFORMAGCAO DE LEVEDURAS

Para transformacdo dos plasmideos em levedura P. pastoris, linhagem GS115
(Invitrogen, Life Technologies Corporation USA Inc.) foram utilizados 40 pg dos
plasmideos pPIC9K contendo as sequéncias de PvAMA-1 previamente digeridos com a
enzima de restricdo Sall (New England Biolabs USA Inc.) e precipitados de acordo com
a instrucdo do fabricante (INVITROGEN, [s.d.]). Ap6s incubacdo a 37°C entre 16-18h,
a precipitacdo do DNA foi realizada adicionando-se a cada tubo de digestéo dois volumes
de etanol absoluto (alcool etilico) [Merck KGaA DEU Inc, Darmstadt, HE], incubando a
-20°C entre 16-18h. Ao fim deste procedimento, o material foi centrifugado a 15093 x g
a 4°C durante 15 minutos e o sedimento obtido foi lavado com 500 pL de etanol 70% em
agua (v/v) a temperatura de -20°C, e entdo centrifugado novamente nas mesmas
condicBes ja descritas. ApoOs isto, a secagem do sedimento ocorreu a temperatura
ambiente (T.A., ~25°C). O mesmo material, apds a secagem, foi solubilizado em 10uL
de 4gua MiliQ estéril (Millipore, Merck KGaA DEU Inc.).

Uma col6nia de levedura P. pastoris, linhagem GS115 (Invitrogen, Life

Technologies Corporation USA Inc.) foi inoculada em 5 mL de meio YPD [1% (m/v) de
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extrato de levedura (Invitrogen, Life Technologies Corporation USA Inc.), 2% (m/v)
peptona (Invitrogen, Life Technologies Corporation USA Inc.) e 2% (m/v) glicose (Fluka,
Sigma-Aldrich USA Co. LLC, St. Louis, MO)], sendo posteriormente incubada a
temperatura de 28-30°C entre 16-18h sob agitacdo constante de 200 RPM. Apos
saturacdo, 400 pL desta pré-cultura foi inoculada em 500mL de meio YPD. Novamente
a cultura foi incubada nas condicGes anteriores ja descritas, até atingir a densidade Optica
a 600nm (D.0.600) de 1,3 — 1,5 quando foi submetida a centrifugacdo a 4°C a 2.465 ¢
por 30 minutos. O sobrenadante foi descartado e o sedimento celular lavado duas vezes
com 250mL de agua MiliQ estéril, 4°C, e 1 vez com 20mL de D-Sorbitol 1M estéril
(Sigma-Aldrich USA Co. LLC) a 4°C. Ocorreu entdo uma ultima centrifugacéo e as
células, agora competentes, foram solubilizadas em 500uL de D-Sorbitol 1M estéril a
4°C.

Para transformacdo efetiva, 80uL de células competentes foram misturadas a
40ug de DNA linearizado, sendo tal procedimento realizado para cada um dos
plasmideos, os quais foram também purificados e solubilizados em 10uL de agua MiliQ.
As células foram transferidas para uma cubeta estéril de 0,2 cm (Bio-Rad Laboratories
USA Inc., Hercules, CA) a -20°C, e incubadas no gelo por 5 minutos. A cubeta foi
submetida a um pulso de 1.500 V (voltagem), 200 Q (resisténcia) e 25 F (capacitancia)
no eletroporador Gene Pulser/Micro Pulser (Bio-Rad Laboratories USA Inc.).

Imediatamente ap6s o pulso foi adicionado 1mL de D-Sorbitol 1M estéril, 4°C.

3.3 SELECAO DOS CLONES TRANSFORMANTES

Apbs o procedimento descrito, as células foram semeadas em MD agar [meio
minimo contendo glicose 2% (v/v) sem histidina], e as leveduras transformantes
His+Mut+ foram obtidas trés dias apds incubacdo das placas a 30°C. O vetor pPICI9K
possui diferentes sitios de clivagem, para cada estratégia de integracdo, assim a integracao
do genoma exdgeno a levedura ocorre por recombinacdo homologa dupla, uma vez que
o0 plasmideo (vetor) se encontra linearizado. Como no produto da digestdo do plasmideo
pela enzima Sall ndo ha substituicdo do gene aox1 pelo gene PvAMA-1 preservando o

fendtipo selvagem His+Mut+. A selecdo dos clones para expressao se deu pela avaliagao
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da resisténcia destes ao antibidtico Geneticina (G418, Sigma-Aldrich USA Co. LLC) em
concentragdes crescentes partindo de 0,5 até 6,0 mg/mL em meio YPD 4gar.

3.4 EXPRESSAO DAS PROTEINAS PVAMA-1 EM PEQUENA E MEDIA
ESCALA

Para expressao em pequena escala foram seguidas as orientacdes do pPICIK, A
Pichia Vector for Multicopy Integration and Secreted Expression, guide version G
(Invitrogen, Life Technologies Corporation USA Inc.) e o protocolo padronizado
previamente pelo grupo (VICENTIN et al., 2014). Sendo assim os clones transformados
foram cultivados durante 24h a temperatura média entre 28-30°C sob agita¢do constante
a 230 RPM, em 5 mL de meio BMGY [1% (m/v) de extrato de levedura, 2% (m/v)
peptona, 100mM KH2PO4 (Synth, Labsynth Produtos para Laboratério BRA Ltda.,
Diadema, SP), 0,34% (m/v) base nitrogenada de levedura (Invitrogen, Life Techonologies
Corporation USA Inc.), 1% (m/v) sulfato de amonio (Sigma-Aldrich USA Co. LLC),
4x10-5% (m/v) biotina (Gibco, Life Technologies Corporation USA Inc.) e 3% (m/v)
glicerol (Sigma-Aldrich USA Co. LLC)]. Ap6s 24h as células foram recolhidas por
centrifugacdo a 2.465 g durante 5 minutos a temperatura ambiente e solubilizadas em 10
mL de meio BMMY [1% (m/v) de extrato de levedura, 2% (m/v) de peptona, 100mM
KH2PO4, 0,34% (m/v) de base nitrogenada de levedura, 1% (m/v) de sulfato de aménio,
4x10-5% (m/v) de biotina e 0,5% (v/v) de metanol (alcool metilico, Merck KGaA DEU
Inc.)], sendo posteriormente cultivadas por mais 72h, com inducéo por meio da adicéo de
metanol na concentracdo final de 1% a cada 24h de manutencdo da cultura. Apos a
verificacdo da expressdo de PvAMA-1 por meio de gel SDS-PAGE 12% corado com azul
de coomassie, o clone His+Mut+ de cada PvAMA-1 selecionado foi submetido a

diferentes condicdes de expressao afim de otimizar sua expressao.

Para estabelecer a melhor condicdo de expresséo para cada clone selecionado,
cada um foi submetido a variacdo do volume de meio indutor (BMMY) em relacdo ao
volume de meio repressor (BMGY) em 50%, 100% e 200%, com o tempo de duracao do
cultivo apos o inicio da inducdo de 24 a 96h e o volume de indutor (metanol) utilizado
entre 0,5-2,0%.
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Para expressao das proteinas em média escala, cada clone selecionado foi
cultivado durante 24 horas a temperatura média entre 28-30°C, sob agita¢do constante a
200 RPM, em 500 mL de meio contendo 1% de glicerol (BMGY). Apds este periodo, as
células foram recolhidas por centrifugacdo a 189 x g, durante 5 minutos, a temperatura
ambiente, apos solubilizadas em 500 mL de meio contendo 1% de metanol (BMMY) e
cultivadas durante 5 dias. A manutencdo da inducdo do meio foi realizada atraves de
inducdo diaria de metanol na concentragdo final entre 0,5 a 2%, conforme o valor
estabelecido para expresséo de cada clone em pequena escala. Apds o periodo de cultivo,
a presenca de proteina no sobrenadante foi analisada por meio de gel SDS-PAGE na
concentracdo de 12% corado com azul de coomassie. O sobrenadante contendo proteina,
foi submetido a filtracdo a vacuo, utilizando membrana 0.22um (Millipore, Merck KGaA
DEU Inc.).

3.5 PURIFICACAO E QUANTIFICACAO DAS PROTEINAS PvAMA-1

O sobrenadante filtrado, contendo proteina foi submetido a purificagdo por
afinidade através de coluna de Ni2+ HisTrap Q Crude (GE Life Sciences), acoplada ao
sistema Akta (GE Life Sciences), previamente equilibrada em solugdo contendo 20mM
de fosfato de sodio, pH 8,0, 0,5M NaCl. A proteina foi eluida em gradiente linear entre
15 — 400mM de Imidazol (Synth), neste mesmo tampdo. Ap0Os o0 processo descrito, as

fracdes contendo proteina foram coletadas e analisadas por gel SDS-PAGE 12%.

As fragdes contendo proteina foram reunidas e submetidas a dialise em membrana
propria para didlise (SnakeSkin™ Dialysis Tubing, 10.000 MWCO, Thermo Fisher
Scientific) contra solucdo contendo 20mM Tris-HCI pH 8,0. Apoés a didlise, a proteina
passou por filtracdo (0,45 um) e submetida a purificagdo por cromatografia de troca
ionica, utilizando uma coluna HiTrap Q FF (GE Life Sciences), acoplada ao sistema Akta
(GE Life Sciences), previamente equilibrada em solugdo contendo 20mM Tris-HCI, pH
8,0. A proteina foi eluida em gradiente linear entre 0 — 1M NaCl, no mesmo tampéao. Apds
0 processo de purificacdo por troca idnica, as fragdes contendo proteina foram coletadas
e analisadas por gel SDS-PAGE 12%.

As fragdes contendo proteina foram reunidas e submetidas a didlise em membrana
propria para didlise (SnakeSkin™ Dialysis Tubing, 10.000 MWCO, Thermo Fisher
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Scientific), contra solugcdo contendo 8mM NaH>POs, 130mM NaCl, pH 7,4 (PBS),
overnight, sob agitacdo constante, a temperatura de 4°C. A concentracdo de cada proteina
utilizada no presente trabalho, foi determinada através do software ImageQuant™ (GE

Life Sciences), utilizando soro albumina bovino (BSA) como padréo.

3.6 CARACTERIZACAO DAS NOVAS PROTEINAS PVAMA-1

As proteinas recombinantes foram caracterizadas através de SDS-PAGE 12%
corado com azul de coomassie. As proteinas PVAMA-1-Belem, PvVAMA-1-
PNG_62_MU, PvAMA-1-Indonesia_XIX, PvAMA-1-SK0814-apical, PvAMA-1-Sal-1 e
PVAMA-1-Chesson-I, foram submetidas a ensaio immunoblotting [utilizando anticorpo
monoclonal anti-PvAMA-1-DIl (GENTIL et al., 2010)], sob condicdes redutoras, e
dicroismo circular (BOHM; MUHR; JAENICKE, 1992; RAMOS, 2004; ROCHA et al.,
2017; VICENTIN et al., 2014).

3.6.1 ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA COM DODECIL
SULFATO DE SODIO (SDS-PAGE)

As eletroforeses realizadas no presente trabalho foram executadas de acordo com
protocolo estabelecido pelo grupo de pesquisa onde o trabalho foi desenvolvido. Os géis
de empilhamento foram obtidos a partir da utilizacdo de 3% de acrilamida/bis-acrilamida,
a partir das solucgdes estoque [12% (m/v) acrilamida (Invitrogen, Life Technologies
Corporation USA Inc.), 1,2% (m/v) bis-acrilamida (Invitrogen Life Technologies
Corporation USA Inc.), 0,2% dodecil sulfato de sédio (SDS, Invitrogen Life
Technologies Corporation USA Inc.)] polimerizados a partir da utilizacdo de 0,1% (m/v)
de persulfato de amonio (Sigma-Aldrich USA Co. ) e 12uL de TEMED (Invitrogen, /
Life Technologies Corporation USA Inc.) para 5mL de solucdo final. Os geis de
separacdo foram obtidos a partir da utilizacdo de 12% de acrilamida/bis-acrilamida, a
partir das solucgdes estoque [30% (m/v) acrilamida, 0,8% (m/v) de bis-acrilamida e
0,75mM Tris, 0,2% (m/v) de SDS] e polimerizados utilizando 0,1% (/v) de persulfato de
amonio e 12uL de TEMED para 9mL de solugé&o final.
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As eletroforeses foram realizadas sob a seguinte condicdo: 140 V em solucao
tampéo Tris-Glicina (35mM SDS, 160mM glicina (Synth, LabSynth Produtos para
Laboratdrios BRA Ltda), 25mM Tris-HCI). Apds a eletroforese, os géis foram corados
em solucédo corante [1% (m/v) de Coomassie blue R250 (USB Affymetrix USA Inc.),
45% (v/v) de metanol (Synth, LabSynth Produtos para Laboratorios BRA Ltda.) e 10%
(v/v) de &cido acético (Synth, LabSynth Produtos para Laboratérios BRA Ltda.)] e
descorados em solucéo descorante [45% (v/v) de etanol (Synth, LabSynth Produtos para
Laboratorios BRA Ltda.) e 10% (v/v) de acido acético]. As aliquotas de amostra foram
preparadas em tampdo de amostra [2,5% (m/v) de glicerol, 4% (m/v) de SDS, 25mM 2-
mercaptoetanol (Bio-Rad Laboratories USA Inc.), 12,5 mM Tris-HCI e 0,025 mM azul
de bromofenol (Bio-Rad Laboratories USA Inc.), e finalmente aquecidas a 97°C por 2

minutos.

3.6.2 IMMUNOBLOTTING

As novas proteinas recombinantes PvAMA-1-Belem, PvAMA-1-PNG_62_MU,
PVAMA-1-Indonesia_XIX, PvAMA-1-SK0814-apical, PvAMA-1-Sal-I e PvAMA-1-
Chesson-1, foram submetidas ao ensaio de eletroforese SDS-PAGE 12%, como descrito
anteriormente. Apds a eletroforese, as amostras separadas no gel de acrilamida/bis-
acrilamida foram eletrotransferidas para membrana de nitrocelulose por meio do Trans-
Blot® Turbo™ Transfer Pack (Bio-Rad LAboratories USA Inc), utilizando o Trans-

Blot® Turbo™ transfer system nas condigdes 1.3Q2, 25V durante 7 minutos.

A membrana foi corada em solucdo Ponceau-S [0,1% de Ponceau red (Bio-Rad
Laboratories USA Inc.)) e 10% de &cido acético] para confirmacéo da transferéncia, e em
seguida foi incubada por 16-18 horas, a temperatura de 4°C, em solucdo de bloqueio [5%
(m/v) de leite desnatado (Molico®, Nestlé Brasil Ltda.), 2,5% (m/v) de albumina sérica
bovina (BSA, Sigma-Aldrich USA Co.) em PBS.

Apos a incubacgdo de bloqueio, a membrana foi submetida a nova incubagéo por
mais 1 hora a temperatura ambiente, com o anticorpo primério anti-PvAMA-1-DllI [clone
K243 1:500 (v/v)]). Ao término desta incubagdo, a membrana foi submetida a 3 lavagens
de 10 minutos em solugdo PBS-Tween [0,05% de Tween 20 (v/v), Invitrogen, Life

Technologies Corporation USA Inc.]. Ap6s o procedimento de lavagem descrito
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anteriormente, a membrana foi submetida a uma nova incubagdo com anticorpo anti-1gG
de camundongo conjugado a peroxidase (KPL, Kirkegaard & Perry Laboratories USA
Inc.) a diluigdo 1:1000 em solucdo de blogueio pelo periodo de 1 hora a temperatura
ambiente. Ao término do processo descrito, a membrana foi submetida uma ultima vez

ao procedimento de lavagem.

A revelacdo por quimioluminescéncia, utilizando o 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 solucdes de revelacao

e fixacao.

3.7 ANALISE DA IMUNOGENICIDADE EM CAMUNDONGOS

3.7.1 ANIMAIS

Os ensaios bioldgicos visando a avaliacdo da resposta imune em animais foram
iniciados ap6s a aprovacdo pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sdo Paulo, que ocorreu em 24 de maio de
2016 (Protocolo CEUA/FCF/520). Os procedimentos com uso de animais foram
realizados nas dependéncias do biotério da FCF/IQ-USP, em ambiente apropriado, com
temperatura, luz e umidade controladas. No presente trabalho foram utilizadas fémeas de
camundongos entre 6-8 semanas, isogénicos da linhagem C57BL/6, com peso entre 20-
25¢, obtidos do biotério de experimentacdo da FCF/IQ-USP. Os animais foram
acomodados em gaiolas de polipropileno com tampas de ago inoxidavel, contendo
maravalha estéril, a qual foi mantida limpa através de trocas ao longo do tempo de

permanéncia dos animais.

3.7.2 IMUNIZACOES EXPERIMENTAIS

3.7.2.1 ANALISE CURVA DOSE RESPOSTA
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Um ensaio de analise curva dose resposta para a proteina recombinante PvAMA-
1-Chesson-1 foi realizado anteriormente aos ensaios envolvendo a comparacdo da
imunogenicidade entre as novas proteinas recombinantes. Grupos experimentais
compostos por 3 animais receberam 3 doses vacinais contendo 1, 5 ou 10ug da proteina
recombinante PvAMA-1-Chesson-I1, isolada, na presenca de 50ug do adjuvante acido
poli-inosinico-poli-citidilico de elevada massa molecular Poly(l:C) (InvivoGen, USA
Inc., San Diego, CA), num volume final de 0,1mL, com intervalo de 21 dias. O grupo
controle foi composto por animais imunizados apenas com o adjuvante Poly(l:C)

dissolvido em PBS.

As imunizagdes foram realizadas por via subcutanea (s.c) na base da cauda, as
coletas sanguineas foram realizadas 20 dias ap6s cada uma das doses vacinais,
adicionalmente uma coleta ocorreu 50 dias apds a 3* dose vacinal. Ao final deste
experimento os animais foram acompanhados por um periodo de 92 dias, permitindo
assim avaliar o titulo de anticorpos 1gG induzidos no periodo de 1 més ap6s as 3 doses
vacinais (Figura 7). Todas as amostras sanguineas foram processadas e 0 soro obtido
através de centrifugacdo foi identificado e estocado a temperatura de -20°C até a sua
utilizagdo. Os soros obtidos foram avaliados por ELISA quanto ao reconhecimento das
proteinas por anticorpos IgG.
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Figura 8: Representagdo esquematica das imunizagdes, coleta sanguinea e andlise dos titulos

de anticorpos IgG induzidos na analise curva dose resposta.
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3.7.2.2 ANALISE DA IMUNOGENICIDADE DAS NOVAS PROTEINAS
PvAMA-1

Os grupos experimentais, compostos por 6 animais receberam 3 doses de 10ug
das proteinas recombinantes PvAMA-1-Belem, PvVAMA-1-PNG_62_MU, PvAMA-1-
Indonesia_XIX, PvAMA-1-SK0814-apical, PvAMA-1-Sal-1 e PvAMA-1-Chesson-I,
isoladas ou em combinacdo equimolar (Mix). Adicionalmente a este experimento
incluimos a proteina PvVAMA-1 previamente obtida pelo grupo em trabalho anterior
(VICENTIN et al., 2014), a fim de avaliar o desempenho das novas proteinas PvAMA-1
em comparacao com o desempenho da proteina obtida anteriormente na indugéo de titulos
de anticorpos IgG, na presenca de 50ug do adjuvante Poly(l:C), num volume final de até
0,130mL, com intervalo de 21 dias. O grupo de controle foi composto por animais

imunizados apenas com o adjuvante Poly(l:C) dissolvido em PBS.

As imunizacbes foram realizadas por via subcutanea (s.c) no dorso (1% dose
vacinal), e laterais direita e esquerda (22 e 32 doses vacinais), as coletas sanguineas foram
realizadas 20 dias apds cada uma das doses vacinais. Ao término deste experimento os
animais foram acompanhados por um periodo de 62 dias, permitindo assim avaliar 0s
titulos de anticorpos IgG induzidos neste periodo (Figura 8). Todas as amostras
sanguineas foram processadas e o soro obtido através de centrifugacdo foi identificado e
estocado a temperatura de -20°C até a sua utiliza¢do. Os soros obtidos foram avaliados

por ELISA quanto ao reconhecimento das proteinas por anticorpos IgG.
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Figura 9: Representa¢do esquematica das imunizagdes, coleta sanguinea e anélise dos titulos

de anticorpos 1gG induzidos na andlise da imunogenicidade das novas proteinas PvAMA-1.

3.7.2.3 DETECCAO DE ANTICORPOS IgG INDUZIDOS PELAS
IMUNIZACOES EXPERIMENTAIS

Placas de 96 pocos modelo high binding costar 3590 (Corning, Sigma-Aldrich
USA Co.) foram sensibilizadas com 100ng de cada uma das proteinas homologas
PVAMA-1, PvAMA-1-Belem, PvAMA-1-Sal-I, PvAMA-1-PNG62_MU, PvAMA-1-
Indonesia-XIX, PVAMA-1-SK0814-apical, e PvAMA-1-Chesson-l em tampédo de
carbonato-bicarbonato [Na.COs3 (0,01M), NaHCO3 (0,03 M), pH=9,6]. As placas foram
incubadas durante a noite, a temperatura ambiente. Apos esta incubagdo, as placas foram
lavadas 3 vezes com solugdo PBS + 0,05% Tween 20, em seguida foram adicionados
200uL/poco de solucdo leite- BSA-PBS [leite desnatado 5% (m/v), BSA 2,5% (m/v),
PBS pH 7,4], durante o periodo de 2 horas a temperatura de 37°C para o blogueio dos

sitios inespecificos.

O soro obtido dos camundongos, foi testado em diluigéo seriada, a partir de 1:100,
em um volume de 50pL, seguido de incubagdo durante 1 hora a temperatura ambiente.
Ap0s esta incubacéo, as placas foram lavadas 3 vezes com solucdo PBS + 0,05 % Tween
20, a cada poco foram entdo adicionados 50uL do anticorpo secundario anti-lgG de
camundongo conjugado a peroxidase (KPL, Kirkegaard & Perry Laboratories USA Inc.),
foi realizada a diluicdo 1:3.000 em solucdo leite-BSA-PBS durante o periodo de 1 hora &

temperatura ambiente, e posteriormente a esta etapa as placas foram lavadas 3 vezes com
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solugcdo PBS + 0,05% Tween 20. A reacdo enzimatica ocorreu a partir da adicdo de
Img/mL de o-p-fenilenediamina (OPD, Sigma-Aldrich USA Co.) e 0,1% (v/v) de H20O;
(Merck KGaA DEU Inc.) diluidos em tampao fosfato-citrato [200mM NaxHPO4 (Synth,
LabSynth Produtos para Laboratorios BRA Ltda.), 218mM CeHgO7 (Synth, LabSynth
Produtos para Laboratorios BRA Ltda.). Tal reacao foi interrompida pela adicao de 50uL
de H.SOs4 4N (Synth, LabSynth Produtos para Laboratérios BRA Ltda.). Os titulos
especificos anti-AMA-1 foram determinados pela maior diluigdo com uma DOag>
superior a 0,1 determinada pelo leitor de microplacas (Awareness Technology, mod. Stat
Fax 2100, EUA). Os resultados foram expressos como titulos de anticorpos em logio +

erro padréo da media (SEM).

3.8 ANALISE ESTATISTICA

A anélise estatistica foi determinada, a partir da utilizacdo do software GraphPad
PRISM® versao 5.0 (GraphPad Software, USA Inc., LA Jolla, CA). As comparac6es
foram realizadas pela Anélise de Variancia Unidimensional (One-Way ANOVA) seguida
do teste de Tukey para multiplos eventos ou pela Analise de Variancia Bidimensional
(Two-Way ANOVA) seguida do teste de Bonferroni a fim de comparar as diferencas

estatisticas entre as médias dos titulos anticorpos IgG obtidos para os grupos imunizados.
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4 RESULTADOS

4.1 OBTENCAO DAS NOVAS PROTEINAS RECOMBINANTES BASEADAS NO
ECTODOMINIO DE PVAMA-1

Os plasmideos contendo 0s novos genes baseados em PvAMA-1 foram obtidos
comercialmente, como descrito em Material e Métodos. Apds a expansao clonal, os
mesmos foram avaliados quanto a integridade de seus sitios enzimaticos, por digestao
simples com cada uma das enzimas de restricdo Sall, EcoRI ou Notl. Por digestédo dupla
com as enzimas EcoRI e Notl gera dois fragmentos: um maior de aproximadamente 9.276
bp e um fragmento menor de aproximadamente 1.395 bp correspondente a sequéncia

otimizada dos genes que codificam PvAMA-1.

Para obtencdo do clone de expressdo das novas proteinas, 52 clones de cada
levedura transformada foram utilizados para selecdo quanto a resisténcia ao antibiotico
Geneticina (G418) em concentracBes crescentes a partir de 0,5 até 8,0 mg/mL em meio
YPD 4gar. Os resultados obtidos para os clones PvAMA-1-Sal-1, PvAMA-1-Belem, e
PVAMA-1-Indonesia-X1X permitiram isolar clones resistentes até a concentracdo final de
2,0 mg/mL do antibiético. Para o clone PvAMA-1-SK0814-apical foi observada a
resisténcia até a concentracdo final de 4,0 mg/mL. Por fim, nos clones PvAMA-1-
PNG_62_MU e PvAMA-1-Chesson-I foi observada a resisténcia até a concentragdo final
de 8,0 mg/mL.

Um clone de cada levedura transformada resistente a maior concentracdo de
Geneticina foi selecionado para expressdo em pequena escala. Aliquotas da cultura foram
recolhidas apds 48, 72 e 96 horas de inducdo com metanol, ap6s o estabelecimento das
melhores condi¢des de meio de cultivo [comparacédo entre o volume de cultura do meio
indutor (BMMY) com o meio repressor (BMGY)] e tempo de cultura. Para
estabelecimento das condigdes otimas de inducéo, os clones foram submetidos a indugéo
com metanol nas concentrages 0,5, 1,0 e 2,0% e a presenca das proteinas no
sobrenadante foi analisada por SDS-PAGE 12% (material suplementar). As condig¢oes
que foram estabelecidas para a expressdo de cada uma das novas proteinas estao descritas
na Tabela 1 e o perfil eletroforético das proteinas expressas nas condi¢des que foram

selecionadas pode ser observado no material suplementar Figuras 1 e 2.
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Tabela 1 — Condicdes de cultura e inducéo (metanol) para a expressao das novas
proteinas PvAMA-1.

Proteina Condicdo de Meio | % metanol no | Tempo de manutengédo
Indutor meio indutor da cultura
PVAMA-1-Belem mantém volume 1,0 96 horas
PVAMA-1-Sal-I concentra 50% 1,0 96 horas
PVAMA-1-PNG_62_MU concentra 50% 1,0 96 horas
PVAMA-1-Chesson-I mantém volume 1,0 96 horas
PVAMA-1-SK0814-apical concentra 50% 0,5 96 horas
PVAMA-1-Indonesia-XIX | mantém volume 2,0 96 horas

Apbs o estabelecimento das condicdes de expressdo, as proteinas PVAMA-1
foram submetidas a andlise por immunoblotting utilizando o anticorpo monoclonal anti-
dominio Il da proteina AMA-1 (GENTIL et al., 2010) sob condi¢des reduzidas, a fim de
saber se 0s epitopos estavam expostos nas diferentes formas alélicas de PvAMA-1. Foi
possivel observar que o anticorpo monoclonal reconheceu as diferentes proteinas
PVAMA-1, e um novo immunoblotting foi realizado ap6s a purificacdo das novas
proteinas PVAMA-1 (Figura 10). Ap6s o estabelecimento das condi¢des de cultura de
cada nova proteina em pequena escala, a cultura foi escalonada para 500 mL de BMMY .
O material obtido foi submetido a analise a partir do padrdo de migracdo em gel SDS-
PAGE 12% (Figura 11), visando atender a expressdo em média escala, e obter proteina
para 0s ensaios de caracterizacdo, imunizagdes experimentais e analise dos titulos de
anticorpos obtidos a partir das imunizagdes. ApOs a expressdao em média escala, as
proteinas obtidas foram submetidas ao processo de purificacdo através de cromatografia
por afinidade (Figuras 12 a 17) seguida por cromatografia por troca iénica (Figuras 18 a
23). As proteinas purificadas apresentaram um bom rendimento final (Tabela 2).
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Figura 10: Deteccdo por immunoblotting das novas proteinas PvAMA-1. Para a analise foi utilizada a
concentragdo de 1pg de cada proteina purificada, o anticorpo monoclonal especifico anti-AMAL-DII-K243
[1:500, (v/v)], sob condicbes reduzidas por 2-mercaptoetanol, para a revelacdo foram utilizados os
reagentes Western Blotting detection reagent, AmershamTM ECLTM Prime (GE HealthCare, USA Inco.)
em filme fotografico (GE HealthCare). MM — corresponde ao marcador de massa molecular, 01- PvAMA-
1-SK0814-apical, 02 — PvAMA-1-Belem, 03 — PvAMA-1-Chesson-I, 04 — PvAMA-1-Sal-I, 05 — PvAMA-
1-Indonesia-X1X, 06 — PvAMA-1-PNG_62_MU.
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Figura 11: Padr&o de migracdo das novas proteinas PvAMA-1. Para a andlise foram utilizados 15uL
de cada nova proteina obtida apds a filtracdo do sobrenadante de cultura, sob condicdes reduzidas por 2-
mercaptoetanol. As novas PvAMA-1 sdo sollveis, a partir de 24h de inducdo e apresentam um padréo de
migracdo em aproximadamente 53kDa. MM — corresponde ao marcador de massa molecular, 1 — PvAMA-
1-Sal-1, 2 — PvAMA-1-Belem, 3 — PvAMA-1-SK0814-apical, 4 — PvAMA-1-Chesson-1, 5 — PvAMA-1-
PNG_62_MU, 6 — PvAMA-1-Indonesia-XIX.
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Figura 12: Purificacdo por afinidade da proteina PvAMA-1-Belem. A) Cromatograma obtido para

proteina PvAMA-1-Belem, foram coletadas as aliquotas correspondentes aos tubos 08 a 12. B) Gel SDS-

PAGE 12% com o padrédo de migragdo das aliquotas coletadas ap6s a purificacéo.
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Figura 13: Purificacéo por afinidade da proteina PvAMA-1-Chesson-1. A) Cromatograma obtido para

proteina PvAMA-1-Chesson-1, foram coletadas as aliquotas correspondentes aos tubos 07 a 13. B) Gel

SDS-PAGE 12% com padrdo de migracao das aliquotas coletadas ap6s a purificacéo.
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Figura 14: Purificagdo por afinidade da proteina PvAMA-1-Indonesia-X1X. A) Cromatograma obtido

para proteina PvAMA-1-Indonesia-XIX, foram coletadas as aliquotas correspondentes aos tubos 07 a 13.

B) Gel SDS-PAGE 12% com padréo de migragdo das aliquotas coletadas apds a purificacéo.
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Figura 15: Purificacdo por afinidade da proteina PvAMA-1-PNG_62_MU. A) Cromatograma obtido
para proteina PvAMA-1-PNG_62_MU, foram coletadas as aliquotas correspondentes aos tubos 08 a 12. B)
Gel SDS-PAGE 12% com padrdo de migracéo das aliquotas coletadas apos a purificagéo.
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Figura 16: Purificaco por afinidade da proteina PvAMA-1-Sal-1. A) Cromatograma obtido para
proteina PvAMA-1-Sal-1, foram coletadas as aliquotas correspondentes aos tubos 09 a 12. B) Gel SDS-

PAGE 12% com padréo de migracgdo das aliquotas coletadas apds a purificacéo.
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Figura 17: Purificac¢do por afinidade da proteina PvAMA-1-SK0814-apical. A) Cromatograma obtido
para proteina PvAMA-1-SK0814-apical, foram coletadas as aliquotas correspondentes aos tubos 07 a 12.

B) Gel SDS-PAGE 12% com padrdo de migracdo das aliquotas coletadas ap6s a purificacéo.
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Figura 18: Purifica¢io por troca ibnica da proteina PvAMA-1-Belem. A) Cromatograma obtido para
proteina PvAMA-1-Belem, as aliquotas correspondentes aos tubos 13 a 18, foram coletadas. B) Gel SDS-
PAGE 12% com padréo de migracgdo das aliquotas coletadas apds a purificacéo.
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Figura 19: Purificacdo por troca idnica da proteina PvAMA-1-Chesson-1.A) Cromatograma obtido
para proteina PvAMA-1-Chesson-I, as aliquotas correspondentes aos tubos 24 a 28, foram coletadas. B)
Gel SDS-PAGE 12% com padrdo de migracéo das aliquotas coletadas ap6s a purificagéo.
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Figura 20: Purificagdo por troca ibnica da proteina PvAMA-1-Indonesia-XIX. A) Cromatograma
obtido para proteina PvAMA-1-Indonesia-XIX, as aliquotas correspondentes aos tubos 14 a 18, foram

coletadas. B) Gel SDS-PAGE 12% com padrdo de migracédo das aliquotas coletadas ap6s a purificagdo.
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Figura 21: Purificacdo por troca ibnica da proteina PvAMA-1-PNG_62_MU. A) Cromatograma obtido

para proteina PvAMA-1-PNG_62_MU, as aliquotas correspondentes aos tubos 15 a 19, foram coletadas.

B) Gel SDS-PAGE 12% com padréo de migragdo das aliquotas coletadas ap6s a purificacéo.
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Figura 22: Purificagdo por troca idnica para proteina PvAMA-1-Sal-I. A) Cromatograma obtido para
proteina PvAMA-1-Sal-I, as aliquotas correspondentes aos tubos 12 a 17, foram coletadas. B) Gel SDS-

PAGE 12% com padréo de migracgdo das aliquotas coletadas apds a purificacao.
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Figura 23: Purificagdo por troca iénica para proteina PvAMA-1-SK0814-apical. A) Cromatograma

obtido para proteina PvAMA-1-SK0814-apical, as aliquotas correspondentes aos tubos 24 a 28, foram

coletadas. B) Gel SDS-PAGE 12% com padrdo de migracao das aliquotas coletadas apds a purificacao.
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Tabela 2 — Rendimento obtido para as novas proteinas PvAMA-1

Proteina Rendimento (mg/L)
PVAMA-1-Belem 2,510
PVAMA-1-Sal-I 3,262
PVAMA-1-Chesson-I 9,785
PVAMA-1-SK0814-apical 2,114
PVAMA-1-Indonesia-X1X 4,745
PVAMA-1-PNG_62_MU 2,200

4.2 DETERMINACAO DA RESPOSTA DE ANTICORPOS INDUZIDA EM
CAMUNDONGOS A PARTIR DA VACINACAO COM AS NOVAS PROTEINAS
PvAMA-1

4.2.1 DETERMINACAO DA MAGNITUDE DA RESPOSTA DE ANTICORPOS
IgG CONTRA A PROTEINA PVAMA-1-CHESSON-1 EM DIFERENTES
CONDICOES

No primeiro experimento de imunizacgéo, testamos 3 diferentes doses (1, 5 e 10ug
da proteina recombinante PvAMA-1-CHESSON-I, emulsificada em 50ug do adjuvante
Poly(I:C), com intervalo de 21 dias entre as doses. Camundongos C57BL/6 foram
imunizados pela vias.c., e 0s soros foram coletados 3 semanas apds cada dose para analise
dos titulos de anticorpos por ELISA. A Figura 24 mostra que os camundongos imunizados
desenvolveram titulos de anticorpos IgG crescentes apds cada dose e estes titulos se
mantiveram altos até a Gltima medicéo feita 50 dias apos a terceira dose. Portanto, estes
titulos alcancaram seu valor maximo. Podemos afirmar que os anticorpos detectados

foram especificos para a proteina PvAMA-1, ja que 0s animais que receberam somente
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adjuvante (G1) ndo apresentaram anticorpos detectaveis. Com base nos dados obtidos,

selecionamos a dose de 10ug da proteina PvAMA-1 para 0s estudos subsequentes.
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G1 - PBS + Poly(I:C)

G2 - 1ug PvAMA1-Chesson-I + Poly(I:C)
G3 - 5ug PvAMA1-Chesson-I + Poly(I:C)
G4 - 10ug PvAMAL1-Chesson-I + Poly(I:C)

Figura 24: Analise da resposta de anticorpos IgG ap6s a imunizagao de camundongos com a proteina
recombinante PvAMA-1-Chesson-1. Camundongos C57BL/6 foram imunizados trés vezes com 1, 5 ou
10ug da proteina recombinante emulsificada em 50ug do adjuvante Poly(1:C) com intervalo de 21 dias. Os
animais do grupo controle receberam apenas o adjuvante dissolvido em PBS. Os resultados estdo expressos
como média aritmética dos titulos de anticorpos de cada grupo logio+SEM, e foram comparados
estatisticamente utilizando One-Way ANOVA, seguido por Tukey test para multiplos eventos. Foi
observada a diferenca estatistica significativa **(p<0,01) entre as terceiras doses do grupo G4 quando
comparada aos titulos de anticorpos obtidos para o grupo G3. Porém quando observados os titulos de
anticorpos 50 dias apds a terceira dose dos grupos 3 e 4 ndo apresentaram diferencas significativas (p>0,05).

Entre os grupos G2 e G3 ndo foram encontradas diferencas significativas (p>0,05) apds a analise estatistica.

4.2.2 DETERMINACAO DA MAGNITUDE DA RESPOSTA DE ANTICORPOS
IgG CONTRA AS NOVAS PROTEINAS PvAMA-1

Os titulos de anticorpos contra as diferentes formas alélicas de PvAMA-1
apresentaram magnitudes distintas (Figura 25). Ap6s 3 doses, aproteinas yPVAMA-1,
PVAMA-1-Belem e PVAMA-1-PNG 62 MU induziram os mais altos titulos de

anticorpos quando comparadas aos grupos PVAMA-1-Sal-I e PvAMA-1-Chesson-I



49

(p<0,001). Por outro lado, as proteinas PvAMA-1-Indonesia-XIX e PvAMA-1-SK0814-

apical induziram os mais baixos titulos de anticorpos.

1 Apés 12 dose
6 Apbs 22 dose

Apos 32 dose

Titulos de anticorpos IgG (log,y) +- SEM

34
2 T
G1
G1 - PBS + Poly(1:0) G5 - PYAMA1-PNG_62_MU + Poly(1:C)
G2 - yPvAMA-1 + Poly(I:C) G6 - PvAMA1-Chesson-I + Poly(I:C)

G3 - PvAMA1-Belem + Poly(kC)  G7 - PvAMA1-Indonesia-XIX + Poly(I:C)
G4 - PvAMA1-Sal-1+ Poly(kC)  G8 - PvAMA1-SK0814-apical + Poly(l:C)

Figura 25: Analise da resposta de anticorpos 1gG ap6s a imuniza¢do de camundongos com as novas
proteinas PvAMA-1. Camundongos C57BL/6 foram imunizados trés vezes com 10ug de cada proteina
recombinante emulsificada em 50ug do adjuvante Poly(l:C) com intervalo de 21 dias. Animais do grupo
controle receberam apenas o adjuvante dissolvido em PBS. Este resultado é demonstrativo de dois
experimentos. A anélise foi realizada pela comparacao dos titulos de anticorpos obtidos ap6s a terceira dose
vacinal. Os resultados estdo expressos como média aritmética dos titulos de anticorpos de cada grupo
log10+SEM, e foram comparados estatisticamente utilizando Two-Way ANOVA, seguido por Bonferroni
test para analise de multiplos eventos. A diferenga estatisticamente significativa esta destacada: ***
(p<0,001) ** (p<0,01). Entre os grupos G7 e G8 ndo foram encontradas diferencas significativas (p>0,05)
apos a analise estatistica.

4.2.3 DETERMINACAO DA MAGNITUDE DA RESPOSTA DE ANTICORPOS
IgG OBTIDA CONTRA O MIX DAS NOVAS PROTEINAS PVAMA-1

Os titulos de anticorpos induzidos a partir da imuniza¢do com as novas proteinas
PVAMA-1 em combinagdo equimolar sdo apresentados na Figura 26. Os titulos de
anticorpos induzidos a partir da imunizacdo com a combinacdo equimolar das novas
proteinas PVAMA-1 foram significativamente maiores contra as proteinas PvAMA-1-
Belem, PvAMA-1-PNG_62_MU e PvAMA-1-Chesson-I (p<0,001) quando comparados

aos titulos de anticorpos obtidos contra as proteinas PvAMA-1-Sal-1 e PvAMA-1-
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Indonesia. Por outro lado, os titulos de anticorpos contra PvAMA-1-Indonesia-X1X foram
significativamente maiores quando comparados aos titulos de anticorpos obtidos contra a
proteina PvAMA-1-SK0814-apical (p<0,001).
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G1 - PBS + Poly(l:C) G5 - Mix + Poly(I:C) contra PYvAMA1-PNG_62_MU
G2 - ypvAMA + Poly(I:C) G6 - Mix + Poly(I:C) contra PvAMA1-Chesson-I

G3 - Mix + Poly(I:C) contra PvAMA1-Belem G7 - Mix + Poly(I:C) contra PvAMA1-Indonesia-XIX
G4 - Mix + Poly(I:C) contra PvAMA1-Sal-l  G8 - Mix + Poly(I:C) contra PvAMA1-SK0814-apical

Figura 26: Analise da resposta de anticorpos 1gG apds a imunizagdo de camundongos com 0 Mix
contendo as novas proteinas PvAMA-1. Camundongos C57BL/6 foram imunizados trés vezes com a
formulacédo vacinal Mix contendo 2ug de cada proteina recombinante (PvAMA-1-Belem, PvAMA-1-Sal-
I, PvAMA-1-PNG_62_MU, PvAMA-1-Chesson-I, PvAMA-1-Indonesia-XI1X, PvAMA-1-SK0814-apical)
emulsificada em 50ug do adjuvante Poly(l:C) com intervalo de 21 dias. A andlise foi realizada pela
comparacédo dos titulos de anticorpos obtidos ap0s a terceira dose vacinal e representa o resultado obtido
da analise de dois experimentos. Os animais do grupo controle receberam apenas o adjuvante dissolvido
em PBS. Os resultados estdo expressos como média aritmética dos titulos de anticorpos de cada grupo de
cada grupo em logio+SEM, e foram comparados estatisticamente utilizando Two-Way ANOVA, seguido
pelo teste de Bonferroni para analise de multiplos eventos. A diferenca estatistica esta destacada: ***
(p<0,001).

4.2.4 DETERMINACAO DA ESPECIFICIDADE DOS ANTICORPOS OBTIDOS
A PARTIR DA IMUNIZACAO COM AS NOVAS PROTEINAS PVAMA-1

Com o intuito de avaliar o impacto da diversidade antigénica de PvAMA-1 no
reconhecimento imune, os anticorpos induzidos a partir da vacinagdo com as proteinas

PVAMA-1 foram testados contra cada uma das diferentes formas alélicas: yPVAMA-1,
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PVAMA-1-Belem, PvVAMA-1-Sal-I, PvAMA-1-PNG_62_ MU, PvAMA-1-Chesson-I,
PVAMA-1-Indonesia-XIX e PvAMA-1-SK0814-apical (Figura 27). Em A, ao avaliarmos
os titulos de anticorpos induzidos contra as proteinas yPvAMA-1, PvAMAL-Belem,
PVAMA-1-Sal-1 e PvAMA-1-PNG_62_MU, nao observamos diferencas estatisticamente
significativas (p>0,05). Em B, quando ao compararmos os titulos anticorpos induzidos
pelas proteinas yPvAMA-1 e PvAMA-1-Chesson-1 entre si, assim como pelas proteinas
PVAMA-1-Indonesia-XIX e PvAMA-1-SK0814-apical entre si, ndo foram encontradas
diferencas significativas (p>0,05). No entanto, quando comparamos os titulos de
anticorpos induzidos pelas proteinas yPvAMA-1, PvAMA-1-Chesson-1, PvAMA-1-
Belem, PvAMA-1-Sal-1, PvAMA-1-PNG_62_MU, observamos diferencgas significativas
(p<0,001), em comparacao aos titulos de anticorpos obtidos contra as proteinas PvAMA-
1-Indonesia-X1X e PvAMA-1-SK0814-apical.
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Figura 27: Os anticorpos anti-PvAMA-1 reconhecem as variantes alélicas de PvAMA-1. Os anticorpos
anti-PvAMA-1 induzidos em camundongos C57BL/6 foram testados contra as novas proteinas
recombinantes PvAMA-1. O resultado obtido a partir da analise do pool da terceira sangria dos animais
representa dois experimentos e um total de 24 animais por grupo. Os resultados estdo expressos como média
aritmética dos titulos de anticorpos de cada grupo em logi0+SEM, foram estatisticamente comparados
usando Two-Way ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni para analise de maltiplos eventos. A diferenca
estatistica esta destacada: *** (p<0,001). Os grupos G2, G3, G4, G5 e G6 ndo apresentaram diferenca

significativa (p>0,05) ap6s analise estatistica.
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5 DISCUSSAO

A Organizacdo Mundial da Satude (OMS) tem se empenhado na eliminacdo e
controle dos casos de Malaria nos paises 0s quais a doenga se encontra, obtivemos avanco,

mas muito ha muito a ser feito.

No campo do desenvolvimento de vacinas, a vacina RTS,s, registrada como
Mosquirix™ da fabricante GSK, voltada para protecdo na infeccdo por P. falciparum,
estagio pré-eritrocitico, chegou ao topo das pesquisas e hoje esta cotada no programa
piloto da OMS para implementagéo da vacina, previsto para comegar neste ano de 2018
(CLEMENS; MOORTHY, 2016; WHO, 2017b).

Quanto as vacinas de estagio eritrocitico, em testes clinicos encontram-se as
vacinas, PFAMA1-DiCo, DiCo trata-se de uma formulacdo equimolar que utiliza
proteinas recombinantes que compreendem trés formas variantes de PfAMA-1, em
combinacdo com o adjuvante Alhydrogel® ou GLA-SE [NCT02014727] em fase 1a/lb,
a ultima atualizacdo deste estudo demonstrou que a vacinacdo demonstrou-se segura e
imunogénica (SIRIMA et al., 2017). As vacinas PAMVAC [NCT02647489] e
PRIMVAC [NCT02658253] em fase la/lb, sdo formulagGes que utilizam proteinas
recombinantes baseadas em antigenos encontrados em maléria placentaria na infeccao
por P falciparum (CHENE et al., 2016; NIELSEN et al., 2015). Plasmodium vivax
aparece no ensaio clinico utilizando as vacinas ChAd63 ou MVA PvDBP
[NCT01816113] em fase 1a, baseada no antigeno PvDBP (regido 1), as duas formulacdes
vacinais demonstraram ser seguras, imunogénicas e capazes de induzir células B de
memaoria em voluntarios adultos saudaveis do Reino Unido (PAYNE et al., 2017; THAM,;
BEESON; RAYNER, 2017).

Para vivax a pesquisa de vacinas direcionadas a antigenos de estagio eritrocitico
destaca-se a proteina AMA-1, expressa nas formas merozoita e esporozoita, a proteina
AMA-1 de Plasmodium vivax, estudos anteriores utilizando proteinas recombinantes
baseadas em PvAMA-1 mostraram-se bastante imunogénicas nas infec¢bes naturais
(BARBEDO et al., 2007; CASALE, 2013; GENTIL et al., 2010; MORAIS et al., 2006;
MUFALO etal., 2008; PEREIRA, 2012; ROCHA et al., 2017; RODRIGUES et al., 2005;
VICENTIN et al., 2014). Além disso a proteina PvAMA-1 ja mostrou ser imunogénica
em modelo animal, utilizando camundongos da linhagem BALB/c (LIMA, 2014;
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PEREIRA, 2012; ROCHA et al., 2017; VICENTIN et al., 2014) e C57BL/6 (CASALE,
2013; LIMA, 2014; PEREIRA, 2012; ROCHA et al.,, 2017) entre as formulagOes
analisadas nestes estudos, anticorpos obtidos a partir da vacinagdo utilizando a proteina
PVAMA-1 em formulacéo contendo MPLA e Quil A e Poly (I:C) reconheceram a proteina
nativa em ensaios de imunofluorescéncia com laminas de merozoitos e esquizontes
jovens de Plasmodium vivax, obtidos de amostras sanguineas de individuos infectados
residentes da Tailandia (ROCHA et al., 2017; VICENTIN et al., 2014) PvAMA-1 ainda
que forte candidata a vacina contra Malaria vivax, apresenta um intenso polimorfismo,
comum as proteinas AMA-1 (ARNOTT etal., 2013, 2014; CHENET et al., 2012; GONC
et al., 2017). O polimorfismo de AMA-1 é associado a estratégias de escape imune, diz
respeito a evolugdo do parasita, e isto representa entraves para as formulagfes vacinais
baseadas neste antigeno (REMARQUE et al., 2008). Estudos utilizando a proteina
PfAMA-1 demonstram que algumas variantes estudadas apresentam-se como cepa
especifica, ou apenas conferem protecdo a variantes similares (GRAVES et al., 2016;
THERA et al., 2011). Porém, muitos outros estudos reforcam a idéia de que uma
abordagem multi alélica na formulacédo vacinal, devera ser uma boa estratégia para cobrir
o polimorfismo desta proteina, estudos com formulagdes multi alélicas de PFAMA-1 nos
ultimos anos fortaleceram a ideia de que a abordagem multi alélica seria promissora para
uma formulacéo vacinal eficaz contra PFAMA-1, chegando a formulagdo que atualmente
encontra-se em teste clinico [NCT02014727] PfAMA-1 DiCo (DUTTA et al., 2014;
KASTILAN et al., 2017; KUSI et al., 2009, 2010, 2011a; SIRIMA et al., 2017).

Os resultados prévios do reconhecimento da proteina nativa da Tailandia por
anticorpos obtidos com a vacinagdo por uma cepa PvAMA-1 do Brasil (ROCHA et al.,
2017; VICENTIN et al., 2014), somados aos resultados obtidos pela vacinacdo multi
alélica atualmente ja em testes clinicos (SIRIMA et al., 2017). Sabendo do intenso
polimorfismo que ocorre em AMA-1, no presente trabalho, geramos, caracterizamos e
avaliamos a imunogenicidade de novas variantes alélicas PvAMA-1, com base no estudo
global de populagdes da proteina PvAMA-1 (ARNOTT et al., 2013).

No presente trabalho, geramos, caracterizamos e avaliamos a imunogenicidade de
seis novas variantes alélicas baseadas na PvVAMA-1, com base no estudo global de
populacdes da proteina PvAMA-1 (ARNOTT et al., 2013). Foi possivel gerar as novas
proteinas recombinantes PvAMA-1-Belem, PvAMA-1-Sal-1, PvAMA-1-Indonesia-XIX,
PVAMA-1-SK0814-apical, PVAMA-1-PNG 62 MU e PVAMA-1-Chesson-lI com
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sucesso. O resultado obtido para o ensaio de immunoblotting confirma a expresséo das
proteinas PvAMA-1. Porém foi observada que a partir da purificacdo da proteina a mesma
apresenta degradacgdes, para estudos futuros a utilizagdes de ferramentas que inibam a

degradacdo do material obtido séo essenciais para a melhor analise destas proteinas.

Uma anélise inicial da imunogenicidade da nova proteina PvAMA-1-Chesson-I
sob diferentes concentracdes foi realizada a fim de avaliar a resposta para doses vacinais
contendo 1, 5 ou 10ug da proteina recombinante por dose. Os titulos de anticorpos 1gG
induzidos a partir do regime de imunizacdo com trés doses vacinais no intervalo de 21
dias, em modelo animal utilizando camundongos da linhagem C57BL/6 apresentou uma
significativa diferenca estatistica (p<0,01) entre o grupo que recebeu a dose contendo
10ug de proteina recombinante para com 0s grupos que receberam 1 e 5 g de proteina
respectivamente. A dose final de 10ug de proteina isolada foi entdo estabelecida para o
presente estudo com base neste ensaio, assim como também nos experimentos conduzidos
em trabalhos anteriores do grupo utilizando o adjuvante Poly(l:C) (CASALE, 2013;
LIMA, 2014; PEREIRA, 2012; ROCHA et al., 2017).

Para a avaliacdo da imunogenicidade das novas proteinas PvAMA-1, PvAMA-1-
Belem, PvAMA-1-Sal-I, PvAMA-1-Chesson-1, PvAMA-1-PNG_62 MU, PvAMA-1-
SK0814-apical e PvAMA-1-Indonesia-XIX, a concentracdo final de 10ug de proteina
recombinante por dose, na formulacdo individual e 2ug de cada uma das proteinas na
combinagéo equimolar, foi adotada seguindo o observado no ensaio curva dose resposta
assim como nos estudos que utilizam a abordagem multi alélica para PFAMA-1 (KUSI et
al., 2009). A analise do desempenho individual para cada nova proteina recombinante,
mostrou que os resultados obtidos a partir da inducéo de titulos de anticorpos 1gG para as
novas proteinas PvAMA-1-Belem, PvAMA-1-PNG_62_MU ndo apresentaram diferenca
significativa (p>0,05) entre si ap6s andlise estatistica e também em comparacdo com os
titulos de anticorpos obtidos para a proteina yPVvAMA-1, a qual foi expressa e avaliada
anteriormente pelo grupo (VICENTIN et al., 2014), e utilizada como controle para analise

da resposta das novas proteinas PvAMA-1.

O numero de variantes requeridos para uma formulacdo multi alélica que venha a
cobrir o polimorfismo de AMA-1 é um assunto em discussao, visto o nimero de variantes
disponiveis, o estudo entre as similaridades e o potencial antigénico das proteinas
recombinantes baseadas nos antigenos AMA-1 é necessario para uma melhor abordagem

utilizando a combinacdo equimolar de variantes alélicas baseadas no antigeno AMA-1,
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no presente estudamos uma formulacdo multi alélica contendo 6 variantes alélicas de
PVAMA-1. Baseado no estudo do fendmeno de diluicdo do epitopo, EDIP, e sua
aplicabilidade para antigenos polimorficos, e tendo como base em estudos publicados
para AMA-1, uma vacina eficaz contra este antigeno requer no minimo trés variantes
alélicas em sua formulacdo, indo de encontro aos recentes resultados positivos para
formulacédo vacinal PFAMA-1 DiCo (KUSI et al., 2017; SIRIMA et al., 2017).
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6. CONCLUSAO

As novas proteinas recombinantes PvAMA-1-Belem, PvAMA-1-Sal-1, PvAMA-
1-Chesson-1, PvAMA-1-PNG_62_ MU, PvAMA-1-SK0814-apical e PvAMA-1-
Indonesia-XIX foram expressas com sucesso utilizando leveduras P. pastoris, na

forma de proteinas soluveis, puras e com bom rendimento.

As novas proteinas recombinantes baseadas em PvVAMA-1 demonstraram-se
imunogénicas na presenca do adjuvante Poly(l:C). Os titulos de anticorpos
induzidos a partir da imunizagdo com a combinagcdo equimolar das novas
proteinas PVAMA-1 foram significativamente maiores contra as proteinas
PVAMA-1-Belem, PvAMA-1-PNG_62_MU e PvAMA-1-Chesson-1 (p<0,001)
quando comparados aos titulos de anticorpos obtidos contra as proteinas PvAMA-
1-Sal-1 e PvAMA-1-Indonesia. Por outro lado, os titulos de anticorpos contra
PVAMA-1-Indonesia-XIX foram significativamente maiores quando comparados
aos titulos de anticorpos obtidos contra a proteina PvAMA-1-SK0814-apical
(p<0,001).

A partir da analise de especificidade dos anticorpos induzidos a partir da
imunizacdo com as novas proteinas PvAMA-1. Os titulos de anticorpos induzidos
pelas proteinas yPvAMA-1, PvAMA-1-Chesson-I, PvAMA-1-Belem, PvAMA-
1-Sal-I, PvAMA-1-PNG_62_MU, observamos diferencas significativas
(p<0,001), em comparacdo aos titulos de anticorpos obtidos contra as proteinas
PVAMA-1-Indonesia-XIX e PvAMA-1-SK0814-apical.

Em conjunto, os dados obtidos a partir do presente estudo demonstram que a
utilizacdo de maultiplas variantes alélicas representa uma estratégia vacinal em
potencial, porém a analise e interpretagdo da resposta imune induzida pela
vacinacdo é dificultada pela complexidade individual das moléculas utilizadas no
estudo. Mais estudos sdo necessarios para a predi¢do correta de uma combinacéo

equimolar eficaz universal contra PvAMA-1.
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Figura suplementar 1: Estabelecimento das condic¢@es para cultura dos novos clones PvAMA-1. SDS-
PAGE 12% corado com azul de coomassie apresentando a cinética de expressdo das novas proteinas
PvVAMA-1 nas diferentes condicdes de cultura. A — PvAMA-1-Belem, B — PvAMA-1-PNG_62_MU, C -
PvAMA-1-Chesson-I, D — PvAMA-1-SK0814-apical, E — PvAMA-1-Sal-1, F — PvAMA-1-Indonesia-XIX.
01-Resultado da expressdo em meio 50% no tempo de 48h. 02- Resultado da expressao em meio 100% no
tempo de 48h. 03-Resultado da expressdo em meio 200% no tempo de 48h. 04-Resultado da expressdo em
meio 50% no tempo de 72h. 05-Resultado da expressdo em meio 100% no tempo de 72h. 06-Resultado da
expressdo em meio 200% no tempo de 72h. 07-Resultado da expressdo em meio 50% no tempo de 96h. 08-
Resultado da expressdo em meio 100% no tempo de 96h. 09-Resultado da expressdo em meio 200% no

tempo de 96h. MM — Marcador de massa molecular (Bio-Rad).
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Figura suplementar 2: Estabelecimento das condi¢des de inducdo (metanol) para otimizacdo da
expressdo das novas proteinas PvAMA-1. SDS-PAGE 12% corado com azul de coomassie apresentando
a cinética de expressdo das novas proteinas PvAMA-1 sob diferentes condi¢Bes de indugdo. Em 1) P1-
PVAMA-1-Indonesia-X1X, P2- PvAMA-1-Sal-l, P3- PvAMA-1-SK0814-apical. Em 2) P4 — PvAMA-1-
Belem, P5- PvVAMA-1-Chesson-1, P5- PvAMA-1-PNG_62_MU, MM — Marcador de massa molecular
(Bio-Rad). A- Corresponde ao resultado da expressdo com utilizacdo de indutor na concentracdo de 0,5%.
B- Corresponde ao resultado da expressdo com utilizagdo de indutor na concentragdo de 1,0%. C-

Corresponde ao resultado da expressdo com utilizagdo de indutor na concentragéo de 2,0%.
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Al. O ANEXO 1 apresenta o certificado CEUA/FCF 32.2016 -P520 da aprovacao do
projeto pela Comisséo de Etica no Uso de Animais.

UNIVERSIDADE DE SA0 PAULO

DE CIENCIAS
Comiseto de E5ca no Uso de Ameaas ooy

CERTIFICADO




A2. O ANEXO 2 apresenta o oficio CIBlo 001/2016 da aprovacao do projeto pela

Comissdo Interna de Biosseguranga.

TR - e

i s s

g UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS
O Comissdo Interna de Biosseguranga

Of. CiBlo 001/2016

S3o Paulo, 29 de fevereiro de 2016.

Prezada Frofessora,

Ref ' “Impacto do polimorfisma de PvAMA-1 na imunogenicidade de
proteinas recombinantes expressas na levedura Pichia pastons

Pelo presente informamos a V.Sa que a Comissido Interna de
Biosseguranga (CiBio), em reunido ordinaria realizada em 24 de fevereiro p.p.,
aprovou o projeto acima referido sob sua responsabilidade

Sende o que nos cumpria e momento, subscrevemo nos

Cordialmenta,

A %)
Prof. Dr. MARIO HIROYUKI HIRATA
Presidente da CIBio

lima. Sra,

Profa. Dra. IRENE DA SILVA SOARES
FBC —FCF - ysp
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